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/RESUMEN. 

La tierra de diatomeas (TD) es un producto ampliamente utilizado por el 
hombre con distintos propósitos. Uno de ellos es prevenir la proliferación de plagas 
de distintas especies de gorgojos, que invaden las cosechas de granos durante su 
almacenamiento en silos. Por su efecto insecticida y baja toxicidad para los 
mamíferos, la TD resulta ser una buena alternativa a otros insecticidas. Existen mu¬ 
chas variables que afectan significativamente a la intensidad de su efecto, como la 
humedad, temperatura, la especie que se quiere controlar, tipo de grano que se busca 
proteger, composición y origen de la TD, y otros. Aparentemente, la TD actúa de for¬ 
ma física, interrumpiendo la continuidad de la capa de cera que cubre a los insectos, 
que los lleva a morir por desecación. De cierta forma, usando la TD, se le quita a los 
insectos la defensa natural que ellos tienen contra la amenaza de la deshidratación. 
Si bien la utilidad de la TD como insecticida y protector de granos almacenados está 
muy ensayada, poco se puede encontrar en la bibliografía sobre el tema acerca de su 
modo de acción, o sobre su efecto en cuanto a las relaciones hídricas del insecto. Lo 
que parece bastante acertado es que los insectos expuestos a TD mueren por deshi¬ 
dratación, y que la clave para entender este fenómeno está en la interacción entre las 
partículas de TD y los componentes de la capa de cera de la epicutícula de los anima¬ 
les. Dicha interacción podría estar provocando la abrasión o la absorción de los com¬ 
ponentes de la cera. El objetivo general de este trabajo es profundizar en el conoci¬ 
miento de este mecanismo de acción, estudiando las relaciones hídricas del coleópte¬ 
ro de la especie T. castaneum y cómo se afectan tras la exposición a TD. Para lograr¬ 
lo, utilizamos tres metodologías distintas: 

- BIO-ENSAYOS DE MORTALIDAD: a distintas concentraciones de TD, en sus¬ 
trato de granos de trigo para evaluar su efectividad como insecticida. 

- GRAVIMETRÍA: metodología que utilizamos para evaluar el efecto de la TD en 
el contenido total de agua de los gorgojos. 
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- RESPIROMETRÍA: técnica utilizada para estimar diferentes parámetros fisio¬ 
lógicos que describen las relaciones hídricas de los animales y cómo cambian debido 
al tratamiento con TD. 

Los resultados revelaron que la TD es efectiva contra T. castaneum a 0,5 g/Kg 
de grano, alcanzando el 90% de mortalidad a la primer semana de tratamiento y 100% 
a la segunda semana. Las mediciones gravimétricas probaron que los insectos trata¬ 
dos pierden una proporción apreciable de agua al cabo de los dos días, que fue el ran¬ 
go de tiempo elegido para los tratamientos. Hasta aquí, prueba suficiente de que la TD 
efectivamente funciona como insecticida y que los insectos mueren por deshidrata- 
ción. Las mediciones de respirometría de flujo abierto junto con la técnica de regre¬ 
sión nos permitieron medir pérdida de agua total en tiempo real y discernir entre la 
pérdida de agua respiratoria (por los espiráculos] y cuticular (a través de la cutícula). 
Esta última nos permitió estimar una permeabilidad cuticular (CP), de 1,4 
pg/cm 2 .h.Torr para insectos del grupo control y 2,3 pg/cm 2 .h.Torr para el tratamiento 
con TD. Esto último comprueba que la TD afecta una propiedad de la cutícula impor¬ 
tantísima para la supervivencia del insecto. El cambio en el CP debido a la TD, deber 
ser por una alteración en la composición o estructura de la capa de cera de la epicutí- 
cula, ya que ésta es la mayor responsable de la impermeabilidad total de la cutícula. 
En definitiva, este trabajo aporta a la comprensión sobre el mecanismo de acción de la 
TD como insecticida y plantea nuevos interrogantes y la propuesta de utilizar el TD no 
sólo como insecticida a campo, sino como herramienta de estudio de los lípidos cuti¬ 
culares y sus propiedades. 
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/INTRODUCCIÓN, 

La cutícula de los insectos. 

Estructura y composición de la cutícula. 

La cutícula es una sustancia de compleja composición que cubre el cuerpo de 
los insectos y otros artrópodos. Es secretada por la capa celular más externa llamada 
epidermis (Delachambre, 1971). Ésta se sitúa por encima de una membrana basal que 
soporta sus requerimientos nutricionales (Wigglesworth, 1973). Si bien la cutícula es 
conocida por cubrir el exterior del cuerpo, también sirve de revestimiento del esófago, 
recto, tráqueas y traqueólas. También forma unas invaginaciones llamada apodemas 
que funcionan como sitio de inserción para algunos músculos del cuerpo del animal 
(King & Akai, 1982). 

La cutícula ya desarrollada de un individuo adulto está compuesta por varias 
capas de distinta composición y estructura (Fig. 1). La sección de capas más básales 
se la denomina procutícula y la más externa es la epicutícula. La primera, se caracte¬ 
riza por tener una alta proporción de quitina, un polisacárido compuesto principal¬ 
mente de A/-acetilglucosamina (Wigglesworth, 1957), cuyas microfibrillas se encuen¬ 
tran embebidas en una matriz proteica (King & Akai, 1982). A su vez, está subdividida 
en dos capas: la endocutícula y la exocutícula. A veces existe una tercera diferenciada 
del resto, la mesocutícula. Como la procutícula conforma la mayor parte del grosor de 
la cutícula (normalmente más del 90%) muchas de sus propiedades macroscópicas, 
como el color y la rigidez, se deben a la características microscópicas de la procutícu¬ 
la, que varían según la especie (Andersen, 1979). 

Epicutícula, 

Por sobre la procutícula encontramos a la epicutícula, de mucho menor espe¬ 
sor (entre 1 y 4 pm) y aparentemente sin presencia de quitina (King & Akai, 1982). 
Compuesta de varias capas cuya terminología aparece mezclada en la bibliografía so¬ 
bre el tema, probablemente debido a la variabilidad entre especies y los rápidos avan¬ 
ces realizados a partir de las técnicas de microscopía electrónica. Por ejemplo, Wig- 
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glesworth (1972] distingue un capa interna, más ancha y uniforme Llamada cuticulina, 
cubierta de una capa de cera, mucho más angosta, de composición y estructura más 
variable, protegida por una capa final de cemento. Por otra parte, en King & Akai 
[1982] se reconoce la presencia de cinco capas: (ordenadas de adentro hacia afuera) 
epicutícula interna, cuticulina, epicutícula externa, capa cerosa y capa de cemento. 
Actualmente se considera a la epicutícula compuesta de cuatro capas: las más inter¬ 
na es la "epicutícula interna" que contiene principalmente lipoproteínas, seguida de 
una capa más angosta hecha de lípidos más polimerizados llamada "epicutícula ex¬ 
terna", luego viene la capa de cera (se describe más adelante) y finalmente, la capa de 
cemento (Chapman, 1998). Las características de la epicutícula son muy variables en¬ 
tre especies (Andersen, 1979), pero podemos decir que sus componentes principales 
son proteínas y lípidos, sin reconocerse la presencia de quitina (Neville, 1975). 
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Figura 1: Sección de la cutícula de un insecto. Dibujo donde se esquematiza la morfología general. 
El esquema fue tomado de Lockey (1988). 
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La capa de cera_ 

Formalmente, se denomina cera a las moléculas orgánicas de elevado peso 
molecular originadas de la esterificación de ácidos grasos y alcoholes. Pero en senti¬ 
do biológico se le llama cera a otras sustancias como hidrocarburos hidrofóbicos y 
hasta a esteróles poco solubles en agua, que se pueden encontrar en mezclas como 
es la sustancia de la capa epicuticular a la que llamamos capa de cera (Hadley, 1980). 
La misma está formada de una compleja mezcla de: hidrocarburos de cadena larga 
¡nsaturados ó ramificados, ásteres, ácidos carboxílicos, alcoholes, triglicéridos, este¬ 
róles y otros (Fig. 2). Sin embargo, la proporción de estos compuestos puede variar 
significativamente entre especies e incluso entre individuos de la misma especia ex¬ 
puestos a condiciones diferentes (Andersen, 1979). 

El espesor de esta capa fue estimada para varias especies a partir del volumen 
de lípidos que se extrajo de ella y suponiendo un tamaño uniforme en toda la superfi¬ 
cie de los insectos. Beament (1945) propuso que la capa lipídica de los insectos tiene 
un espesor promedio de 0,25pm, con un mínimo de 0,095pm (en la especie Nematus 
ribesii} y máximo de 1,1 pm (en pupas de la especie Calliphora erythrocephaia). 
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Figura 2: Sustancias lipídicas mayormente representadas en la capa de cera de la eplcutícula 
de los insectos. 
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Protección contra La pérdida de agua_ 

Es bien sabido que una de Las funciones más relevantes de la cutícula es rete¬ 
ner el agua contenida dentro del insecto, y que la epicutícula es la principal responsa¬ 
ble de su impermeabilidad. Estudios realizados sobre la permeabilidad de la cutícula 
revelaron que ésta no muestra relación alguna con el grosor total o su rigidez. En 
cambio, las propiedades de la epicutícula, y sobre todo de la capa cerosa, correlacio¬ 
nan notablemente bien con la permeabilidad (Wigglesworth, 1972). Así es que esta 
capa de cera tiene un rol ecofisiológico fundamental en la adaptación de los insectos a 
la vida terrestre. Otras funciones, además de la retención de agua, fueron atribuidas a 
la presencia de cera en la cutícula de los insectos, como la protección contra depre¬ 
dadores y microorganismos patogénicos, contra la luz ultravioleta y para la comuni¬ 
cación. Muchas características de esta capa Lipídica pueden variar, afectando la capa¬ 
cidad de retención de humedad en los insectos que es determinante en su adaptación 
a distintos ambientes. Esas características son el tamaño de la capa lipídica y la pro¬ 
porción de sus componentes. Más específicamente, el aumento en la proporción de de 
hidrocarburos de cadena larga está asociado a la disminución de pérdida de agua tra¬ 
vés de la cutícula (Hadley, 1978). Por ejemplo, se observó en escarabajos de la familia 
tenebrionidae adaptados a vivir en el desierto que, durante el verano, cuando tienen 
que soportar condiciones de muy baja humedad y altas temperaturas (alto potencial 
de pérdida de agua), aumentan la cantidad de hidrocarburos en la superficie de su 
epicutícula y la proporción de los de cadena larga con respeto a los de cadena corta 
(Hadley, 1977). Por otro lado, experimentos realizados con membranas artificiales 
sugieren que esas alteraciones darían como resultado una disminución de la permea¬ 
bilidad cuticular, que coincide con el rol adaptativo que se propone para dicha modifi¬ 
cación (de Gier, et al. 1968). El aumento en insaturaciones y ramificaciones de los hi¬ 
drocarburos también es un factor determinante que está asociado al aumento de la 
permeabilidad de la cutícula (Hadley & Schultz, 1987). Se encontró una correlación 
inversa entre permeabilidad cuticular y porcentaje de saturación de ácidos grasos 
(Hadley & Jackson, 1977). Lo que explica esta asociación entre la composición de la 
cutícula y su permeabilidad es el cambio de las propiedades físico-químicas de la ca¬ 
pa de cera debido a ese cambio. Estas propiedades son: 1) La temperatura de fusión 
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de Los Lípidos cambia con eL tipo de lípido. AL LLegar a esta temperatura crítica, La sus¬ 
tancia pasa de ser un sóLido ¡mpermeabLe que sirve de barrera al paso del agua, a ser 
un líquido a través del cual el agua puede difundir más fácilmente (Gibbs, 1998). 2] El 
aumento del largo de la cadena de hidrocarburos reduce la capacidad de difusión del 
agua, al menos a través de membranas biológicas, ya que son capaces de formas es¬ 
tructuras más compactas y uniformes. 3] Por el contrario, cadenas ramificadas o in¬ 
saturadas son un obstáculo para la compactación de los hidrocarburos, haciendo más 
fácil el paso del agua a través de la capa (Kolattukudy, 1976; Hadley & Jackson, 1977). 
Cambios en las últimas dos propiedades a su vez alteran la temperatura de fusión de 
la capa lipídica. 

Existe gran cantidad de trabajos que muestran una correlación entre las carac¬ 
terísticas de la capa lipídica y otras variables, como el ciclo de vida, gradiente ambien¬ 
tal, clima, estación del año, etc. que son evidencia contundente de su rol ecofisiológi- 
co. Por ejemplo, se observó en escarabajos de la familia Tenebrionidae que habitan el 
desierto de Namibia, que varias especies producen unos micro-filamentos de cera 
que le cubren todo o parte de su cuerpo y que aumenta el número de especies que 
tienen esta adaptación conforme se avanza sobre un gradiente ambiental, el cual va 
desde zonas más húmedas, cercanas las costas, hasta zonas continentales más secas 
(McClain, et al. 1985). Otro ejemplo reportado es el de una mosca [Sacopaha bullata} 
cuya larva, que habita lugares húmedos, tiene una proporción de hidrocarburos cuti¬ 
culares muy baja comparado a las pupas y adultos que tienen que soportar condicio¬ 
nes mucho más secas (Armold & Regnier, 1975). Los cambios en la composición de 
hidrocarburos fueron estudiados en otros casos, como en la chicharra Diceroprocta 
apache que viven en el desierto. Se registró que las ninfas, al vivir bajo tierra expues¬ 
tos a condiciones ambientales moderadas, poseen una cantidad mucho menor de hi¬ 
drocarburos que los adultos, que se muestran activos durante el mediodía cuando la 
temperatura alcanza valores muy altos (Hadley, 1980). Toolson & Hadley (1977) hicie¬ 
ron la misma comparación con dos especies de escorpiones adaptados a vivir en am¬ 
bientes diferentes. Encontraron que la especie del desierto Hadrurus arizonensis tie¬ 
ne el doble de densidad superficial de hidrocarburos que la especie Uroctonus apa- 
cheanus, una especie adaptada a vivir en hábitats montañosos. 


11 



En otros artrópodos asociados a ambientes acuáticos como colérmbolos, se ad¬ 
judica a la superficie de la cutícula la ventaja adaptativa de la hidrofobicidad (además 
de la permeabilidad), junto con una compleja estructura microscópica hexagonal que 
parece tener el mismo propósito (Ghiradella & Radigan, 1973; Werner, et al., 2014). 

En resumen, podemos decir que está demostrado el rol ecológico de la capa de 
cera como protección contra la desecación y que, en cuanto a la efectividad de la 
misma, se destaca la importancia de su estructura, integridad física, espesor y com¬ 
posición. Sin embargo, al ser una estructura compleja y dinámica, es difícil de com¬ 
prender y no se sabe hasta qué punto estos factores son responsables de la imper¬ 
meabilidad de la cutícula o si hay otros factores involucrados, como pueden ser las 
otras sustancias lipídicas además de los hidrocarburos no ramificados, de las cuales 
se sabe poco. 

Origen de Lípidos_ 

Los lípidos cuticulares son reemplazados constantemente durante la vida de 
los insectos, sobre todo cuando la cutícula se daña o luego de una muda (Lai-Fook, 
1966; de Renobales & Blomquist, 1982). La evidencia sugiere que gran parte del pro¬ 
ceso de síntesis de estos lípidos suceden dentro de los oenocitos, que son células de 
gran tamaño derivadas de células epidérmicas. Los compuestos lipídicos, como los 
hidrocarburos, llegan a la parte más externa de la cutícula atravesándola directamen¬ 
te a través de los canales de la procutícula, que se ramifican al llegar a la epicutícula 
y dan lugar a los canales epicuticulares (o filamentos de cera). Estos poros son muy 
delgados, de no más de Ipm de diámetro, y suelen contener extensiones citoplasmá- 
ticas de las células epidérmicas. Los canales epicuticulares, más delgados que los 
primeros, llegan a los 20nm y tienen el lumen lleno de lípidos que se secretan sobre 
la epicutícula (Lockey, 1988;Wigglesworth, 1985). Así es que éstos proporcionan una 
vía de comunicación entre la capa lipídica y la hipodermis, permitiendo que ésta con¬ 
trole procesos en la cutícula. En el insecto hematófago Rhodnius prolixus, la abrasión 
de la cutícula causa una reacción en la capa de epidermis subyacente, que inicia un 
proceso de secreción de material amorfo para reparar la parte dañada. Luego de 
24hs, la continuidad de la capa lipídica es recuperada (Wigglesworth, 1945; 1975). En 
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la especie Cryptoglossus verrucosa se observó la secreción de cera en forma de fila¬ 
mentos que es estimulada al detectar un descenso en la humedad del ambiente. La 
producción de filamentos le confiere al insecto la capacidad de retener mejor el agua 
ante el peligro de la desecación, además de un peculiar color azul tornasolado. Se 
cree que el cambio de color es resultado de un aumento en la reflectividad de la luz 
del sol al impactar sobre superficie del insecto, otra defensa contra la deshidratación 
(Hadley, 1979). 

Pérdida de agua_ 

Todo los animales terrestres se enfrentan al gran desafío adaptativo de la vida 
fuera del agua. No sólo por el limitado acceso a fuentes de agua, sino además por las 
condiciones asociadas a vivir en el aire que favorecen la rápida pérdida por evapora¬ 
ción del cuerpo del animal. La evaporación está muy influenciada por factores am¬ 
bientales como la temperatura, velocidad del viento sobre la superficie de intercam¬ 
bio, humedad del aire y también por características del animal, sobre todo de la su¬ 
perficie de intercambio gaseoso. 

El tamaño de un animal es un atributo importantísimo, determinante de la es¬ 
tructura y fisiología del mismo. Diferencias en el tamaño del cuerpo determinan tanto 
el tipo de complicaciones que el animal puede tener para mantener la homeostasis, 
como el tipo adaptaciones estructurales y comportamentales que desarrolla para en¬ 
frentar el problema. Los artrópodos terrestres, si bien tienen gran variabilidad en el 
tamaño corporal, tienen tamaños relativamente chicos comparados con otros anima¬ 
les, que van desde los 0,22mm de largo que tienen algunas especies de ácaros hasta 
los 24cm de algunos escorpiones. El tener esta característica, presenta un problema 
mayor ya que dificulta la regulación de su contenido de agua. Lo más importante es la 
relación área de la superficie/tamaño del cuerpo y el hecho de que la tasa de pérdida 
de agua es directamente proporcional al área. Entonces, mientras que el tamaño del 
animal crece, decrece proporcionalmente el área de superficie relativa y la tasa de 
pérdida de agua tiende a ser menor en relación con las reservas de agua que posee. 
Si el tamaño del cuerpo es pequeño como el de la mayoría de los insectos, ocurre lo 
contrario y existe entonces un peligro de deshidratación inminente. 
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Existen tres vías de escape de agua rmayoritarias para todos los insectos, que 
son la RESPIRATORIA, EXCRETORA y CUTICULAR. La primera es la asociada al inter¬ 
cambio de dióxido de carbono y oxígeno que ellos necesitan realizar, pero que entra 
en conflicto con el problema de la retención de agua ya que tanto los gases respirato¬ 
rios como el vapor de agua pueden transitar las mismas vías de escape y abandonar 
el cuerpo por el mismo medio. Ante esta necesidad biológica fundamental, los insec¬ 
tos desarrollaron un sistema respiratorio que consta básicamente de un sistema de 
tubos llamados tráqueas que conectan al ambiente externo con el medio interno del 
cuerpo, que pueden cerrar o abrir como si fueran portones por medio de válvulas (los 
espiráculos). Esto les permitió desarrollar distintos sistemas con los que reducen la 
salida de agua al mínimo, al mismo tiempo que satisfacen sus necesidades respirato¬ 
rias. La excreción, otra vía de escape del agua, es el mecanismo de expulsión de cual¬ 
quier sustancia tóxica o en exceso y también es un medio por el cual el individuo pier¬ 
de agua. Algunos poseen mecanismos especializados que le permiten excretar orina 
con una mínima cantidad de agua (Noble-nesbiti, 1990). Por último, la pérdida de agua 
cuticular es un tema de estudio clave para este trabajo, por eso será desarrollado con 
mayor profundidad que los otros dos. En conjunto, estas tres vías representan la pér¬ 
dida de agua total de un insecto (Hadely, 1994). 

Pérdida de agua cuticular_ 

La pérdida de agua cuticular involucra al movimiento de moléculas de agua, 
desde el interior del cuerpo del animal hacia el ambiente externo. Este proceso puede 
significar un problema que afecta, sobre todo, a los insectos habitan ambientes cáli¬ 
dos y secos. La respuesta evolutiva de las especies que sufren estas condiciones está 
enfocada en las características de la cutícula como barrera contra el escape de agua 
por evaporación. 

En esta sección, nos concentraremos en los métodos que se utilizan para estu¬ 
diar este fenómeno y algunos de los resultados más relevantes que se obtuvieron. 

Técnicas de medición: Método gravimétrico 

Sin duda, esta técnica ha sido la más utilizada para el estudio de las relaciones 
hídricas en insectos y otros seres vivos por su practicidad en cuanto a los materiales 
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necesarios para su impLementación. Se basa en que el cambio de peso del animal, 
durante un período de tiempo, es igual al cambio en el contenido de agua siempre y 
cuando el peso seco se mantenga constante durante ese período (Wharton & 
Richards, 1978). Es decir que, lo único que se necesita es una balanza lo suficiente¬ 
mente precisa para detectar pequeños cambios de peso en los animales que se estu¬ 
dia. Al aplicarse esta metodología, es importante tener en cuenta todas las fuentes de 
ingreso y salida del agua, porque esta técnica detecta sólo cambios netos del conteni¬ 
do de agua. La humedad ambiental suele ser un factor difícil de controlar y está com¬ 
probado que no sólo puede disminuir la tasa a la cual el agua difunde desde el interior 
del cuerpo hacia afuera, sino que también el vapor de agua puede ingresar y así el 
insecto recuperar la que había perdido por evaporación (Machin, 1976). En general, se 
intenta que la humedad del ambiente sea lo más baja posible, para aproximar la pér¬ 
dida de agua neta a la pérdida de agua real. La simplicidad de esta técnica es su ma¬ 
yor ventaja, y es la razón por la cual existen gran cantidad de trabajos que evalúan su uti¬ 
lidad y además permite que el investigador la adapte a sus necesidades (Hadely, 1994). 

Técnicas de medición: Método de radioisótopos 

Este método fue por primera vez descripto por Krogh (1939) utilizado en insec¬ 
tos acuáticos. Govaerts y Leclercq en el año (1946) son los primeros en dar un ejem¬ 
plo relevante de la aplicación de este método para estudiar relaciones hídricas en in¬ 
sectos terrestres. Se basa en la utilización de radioisótopos para estudiar el inter¬ 
cambio de agua del interior del animar con el ambiente. Las grandes ventajas que 
ofrece este método, en comparación con el gravimétrico, es que permite discriminar 
la cantidad de agua que sale del flujo neto (entrada y salida). Gracias a eso, los inves¬ 
tigadores no tienen que preocuparse por cuidar condiciones tan específicas como la 
humedad ambiental y la entrada de agua por ingesta durante el tratamiento que se les 
aplica, lo que les concede una mayor flexibilidad para hacer los experimentos. Por 
ejemplo, se pueden realizar experimentos a campo con los insectos libres de tener su 
comportamiento normal y expuestos a condiciones más cercanas a las de su ambien¬ 
te habitual, en vez de las estrictamente controladas que requiere el método gravimé¬ 
trico (King & Hadley, 1979). Algunos investigadores sugieren que en artrópodos muy 
pequeños se utilice esta técnica en vez de la gravimétrica, debido a que la última pre- 
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senta algunas limitaciones prácticas (Arlian & Veselica, 1982). Para medir la pérdida 
de agua con esta técnica, se inyecta agua al animal con una doble marca radiactiva de 
actividad conocida. Luego del tratamiento se mide la actividad de la hemolinfa. Las 
complicaciones de esta metodología están asociadas a la correcta determinación de la 
dilución del agua inyectada dentro del cuerpo del animal. Esto explicaría algunas dife¬ 
rencias observadas entre los parámetros obtenidos por el método gravimétrico y éste 
(Hadely, 1994). 

Las últimas dos técnicas recién descriptas comparten la desventaja de no po¬ 
der separar con facilidad los componentes de pérdida de agua del valor de tasa de 
pérdida de agua total. Es muy común encontrar trabajos en los que se habla de trans¬ 
piración cuticular o permeabilidad cuticular refiriéndose a parámetros basados en 
mediciones de la pérdida de peso del animal entero, es decir la tasa de pérdida de 
agua total. El error en estos casos está en asumir que la diferencia de peso es debido 
a la transpiración a través de la cutícula, o que un cambio en la cantidad de agua, que 
se pierde durante un período de tiempo y debido a un tratamiento cualquiera, es refle¬ 
jo de un cambio en la permeabilidad cuticular exclusivamente, cuando en realidad 
existen otras rutas de pérdida de agua que podrían estar siendo afectadas y no se sa¬ 
be la contribución de cada una de ellas a la tasa total de pérdida de agua. La excreción 
por ejemplo, se sabe que puede contribuir de forma significativa al valor total de la 
tasa de pérdida de agua. Hadley y colaboradores (1986) encontraron que sellando la 
boca y ano de grillos, disminuía la tasa de pérdida de agua, indicando que son vías 
significativas de escape. Sin embargo, la validez de esta técnica de sellado es dudosa 
ya que, en casos en los que se la usó para tapar espiráculos, la pérdida de agua au¬ 
mentó con respecto a los insectos no tratados, lo cual es inconsistente con la predic¬ 
ción. Se cree que la manipulación del animal requerida para el sellado es muy invasi¬ 
va y podría estar comprometiendo la integridad de la cutícula (Loveridge, 1968). Otra 
alternativa a la cual los investigadores recurren con frecuencia es realizar el sellado 
en individuos muertos, asumiendo que los valores de pérdida de agua que se obtienen 
de éstos son un buen estimativo de la pérdida de agua cuticular de los insectos vivos. 
Pero otra vez, algunos resultados sugieren que esa estimación no es exacta (Hadely, 1994). 
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Técnicas de medición: Método de respirometría de flujo abierto 

El desarrollo de sensores de humedad electrónicos de alta precisión significó 
un avance muy valioso para los investigadores que trabajan en este tema, consideran¬ 
do las desventajas y limitaciones que presentan los otros dos métodos. Se trata bási¬ 
camente de un flujo continuo de aire que arrastra el vapor de agua emanado del ani¬ 
mal a estudiar (expuesto a este flujo de aire), que pasa luego por un sensor analógico 
de humedad. A este sistema se le adjunta además, un transformador analógico-digital 
de la señal emitida por el sensor, que permite al operador almacenar, observar y or¬ 
denar toda la información obtenida del sensor en un computadora. Otra ventaja del 
sistema es su versatilidad, a este sistema básico se le pueden adjuntar múltiples sen¬ 
sores y controladores, por ejemplo: controladores y sensores de temperatura, de flujo 
de aire, sensores de dióxido de carbono, de oxígeno, de actividad locomotora, más de 
un sensor de humedad para medir cambios muy pequeños entre dos puntos del flujo 
entre los que se ubica al insecto, inyectores de otros gases, etc. Y todo controlado y 
medido a tiempo real, con frecuencias de una muestra por segundo. Esta técnica pre¬ 
senta la facilidad de poder regular todos los factores que son importantes para el 
análisis posterior de los resultados y para la comparación con otros. La temperatura 
se puede regular con precisión si se coloca una cámara que contenga la sección del 
flujo con el insecto, incluso se pueden programar rampas de temperatura si se tiene 
el equipamiento adecuado. El flujo de aire continuo evita el error en los cálculos de 
algunos parámetros, como la permeabilidad cuticular, provocado por la capa límite de 
aire, que suele ser criticado en algunos trabajos donde no se considera. En este sis¬ 
tema, la corriente de aire estaría reduciendo la resistencia de esta capa que puede 
provocar sobreestimaciones de la permeabilidad de la cutícula. La humedad del aire, 
otro factor que complica los cálculos, en este caso es reducido al mínimo con la utili¬ 
zación de absorbentes químicos como la Drierita y el magnesio perclorato y es man¬ 
tenida a ese nivel dentro de la cámara donde se posiciona al animal, gracias a que el 
aire que corre pasa continuamente por estos químicos. Es decir que, la humedad no 
se acumula dentro de la cámara de medición. La posibilidad de medir muchas varia¬ 
bles a la vez y a tiempo real es probablemente la ventaja más grande ya que, a partir 
de ciertos análisis, permite al investigador discriminar fácilmente los componentes de 
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pérdida de agua. La complicación más evidente de este método es el difícil acceso al 
equipamiento necesario. 

Estimación de la permeabilidad cuticular 

La forma de expresar el flujo de agua a través de la cutícula suele ser diversa y 
genera discusiones al respecto. Considerando que la diferencia de potencial químico 
del agua entre espacio interno y externo del animal es la fuerza impulsora del movi¬ 
miento del agua, podemos expresar el flujo como: 

d\i 

F — —me — 
dx 

donde m es la movilidad de la sustancia a través del espacio x, c es la concen¬ 
tración y dp/dx es es el gradiente de potencial químico. Fque es el flujo/área queda 
expresado en moles. Esta es una generalización de la ecuación de Nernst-Planck. A 
fines prácticos, para el estudio del movimiento del agua a través de la cutícula, se 
puede transformar el flujo en términos de masa y el potencial químico expresarse en 
términos de presión de vapor, e integrado a través de la capa lipídica de la cutícula de 
un espesor L, nos queda: 

DK A p 

F = — p y 

donde D es el coeficiente de difusión, K el coeficiente de partición el agua, L el 
espesor de la cutícula, p es la densidad del agua, A p es la diferencia de presión de 
vapor entre el interior del insecto y el exterior y p' es la presión de vapor del agua pu¬ 
ra. A p/p' es equivalente a la diferencia de humedad relativa entre los dos espacios. 
Considerando el espacio externo como aire totalmente seco y el interno como agua 
pura, A p/p' - 1. Si asignamos Kg como unidad de masa, s como unidad de tiempo y m 
como unidad de distancia, nos queda el flujo Fcon unidades de (Kg/m 2 s), D con unida¬ 
des de (rm 2 /s), L como (m) y p en unidades de (Kg/m 3 ). A partir de esta ecuación, pode¬ 
mos definir a la permeabilidad o, mejor dicho el coeficiente de permeabilidad P como: 


DK 
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y tiene unidades de velocidad [m/s] (Croghan & Noble-Nesbitt, 1989). De esta 
manera, éste coeficiente incorpora todos los factores inherentes a la cutícula, D y K 
dependen de su composición y L es el espesor, y describe la velocidad a la cual el 
agua penetra la cutícula bajo ciertas condiciones. Normalmente, para facilitar la com¬ 
paración de este valor entre los obtenidos de diferentes trabajos, especies y bajo dis¬ 
tintas condiciones, se expresa la permeabilidad en base a una unidad de área de la 
cutícula y se corrige agregando la diferencia de presión de vapor (Edney, 1977). En¬ 
tonces, la permeabilidad cuticular Pqueda expresada en (pg/h.cm 2 .Torr). 

Con una membrana homogénea, puede estimarse la permeabilidad de la mis¬ 
ma a partir del flujo de agua si se conocen otros parámetros. La cutícula de los artró¬ 
podos, sin embargo, está compuesta de varias capas de diferente composición y por lo 
tanto, cada una con diferente permeabilidad. Entonces, la permeabilidad total depen¬ 
de de la contribución de cada una de las capas según: 



donde P', P" y P"' son las permeabilidades de cada capa. Es bien sabido que la 
capacidad de la cutícula de los insectos de evitar el escape del agua se debe princi¬ 
palmente a una fina capa de la epicutícula llamada capa de cera (Machin & Lampbert, 
1987). Entonces, la permeabilidad de esta capa es mucho menor a las otras y puede 
despreciarse el aporte de estas otras capas al valor final de la permeabilidad P. Es 
decir que, cuando estimamos la permeabilidad de la cutícula, podemos enfocarnos 
directamente en la capa de cera y decir que la permeabilidad de ésta es la permeabi¬ 
lidad cuticular (Hadley, 1994). 
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Uso de la TD como insecticida_ 

Sobre Las plagas 

En La producción agrícola de granos, la postcosecha es un paso clave durante 
el cual se debe mantener ciertos cuidados para mantener la calidad y el valor de la 
producción. Los silos donde se almacenan los granos pueden representar un ecosis¬ 
tema óptimo para el desarrollo de algunos organismos que se alimentan de los mis¬ 
mos. Si las plagas proliferan, pueden generar pérdidas de hasta un 30% de la produc¬ 
ción, dependiendo de distintas variables durante el proceso de almacenamiento, co¬ 
mo: la especie y variedad de grano, temperatura, humedad dentro del silo, estado del 
silo y localidad donde se encuentra. Las plagas mayoritarias son insectos y ácaros, 
que son difíciles de controlar y viven y proliferan dentro del silo, alimentándose del 
grano. (Carpaneto et al., 2012; Saini & Rodríguez, 2008]. 

Métodos de control 

Ante el problema de los insectos plaga, la solución más popular es el uso de 
insecticidas. Cuando se habla de insecticidas, por lo general se hace referencia a sus¬ 
tancias formuladas por el hombre específicamente con el fin de eliminar las plagas de 
insectos, estos son los insecticidas químicos. Sin embargo, también hay algunos que 
actúan por medio de su acción física eliminando a la plaga. Los químicos pueden ser 
clasificados en tres clases generales: los venenos estomacales, que se colocan en el 
potencial alimento de la plaga y actúan al ser ingerido por el insecto; fumigantes, que 
rocían o se aplican en forma de vapor y penetran en el insecto por vía respiratoria; y 
los insecticidas de contacto, cuya acción no requiere la ingesta ni el ingreso por vía 
respiratoria (Metcalf & Flint, 1979). También existe otra opción, menos conocida pero 
en auge, de la agricultura orgánica. Se trata de un sistema de producción alternativo, 
que se basa en el uso racional de los recursos naturales y evita la aplicación de sus¬ 
tancias artificiales como los insecticidas de acción química. Este tipo de agricultura 
tiene como objetivo reducir el impacto ambiental de la producción agraria y generar 
productos más sanos y ricos. En Argentina existe una asociación de agricultores or¬ 
gánicos que es el "Movimiento Argentino para la Producción Orgánica", y hay todo un 
contexto legal de fiscalización de la producción orgánica que debe seguir ciertos es- 
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tándares muy rigurosos. Es importante considerar esta opción ya que se hace cada 
vez más popular en todo el mundo y se presenta como una oportunidad económica en 
crecimiento (Amici, 1990; Gómez, 1996). 

Insecticidas químicos 

El uso de insecticidas químicos con fines agrícolas comenzó alrededor de los 
años 50' con los de tipo organoclorados. De gran toxicidad tanto para el hombre como 
para el ambiente, hasta se los encuentra acumulados en tejido animal (Kutz, et al., 
1991], éstos fueron muy criticados por la sociedad y reemplazados casi por completo. 
De hecho, la guerra química contra los insectos tiene origen en la conocida "guerra 
química" de la segunda guerra mundial. El DDT, el primer organoclorado, fue primero 
un arma de guerra antes de convertirse en un agroquímico para el control de plagas. 
Reemplazando a los organoclorados aparecieron los organofosforados, cuya ventaja 
con los primeros residía en su menor bioacumulación y más fácil degradación, pero 
siguen siendo muy tóxicos para el hombre (como los conocidos arsénico y cianuro] 
(Sultatos, 1994). Los carbamatos son un tipo de insecticida que también estuvo muy 
difundido, de menor toxicidad para el hombre que los anteriores pero aún así peligro¬ 
sos. Por último, están los piretroides, que son piretrinas sintéticas o similares a pire- 
trinas, que es un compuesto natural producido por una planta que aprovecha sus pro¬ 
piedades para defenderse de los insectos (Casida, 1980). Así, las piretrinas son una 
alternativa más "natural" dentro del uso de los insecticidas químicos. Al final, los in¬ 
secticidas químicos comparten la desventaja de la resistencia provocada en las pobla¬ 
ciones de plaga que se quiere combatir (Sultatos, 1994], efectos residuales negativos 
para el ecosistema local (Haya, 1989) y la toxicidad en mamíferos (Ray, et al., 2000) 
que pone en peligro a los que consumen el producto agropecuario (ya sean animales o 
personas] y a los operarios que los aplican (Hayes, 1975; Wilkinson, 1976). 

Ventajas de la TD 

En resumen, si bien los insecticidas químicos ofrecen resultados rápidos y sen¬ 
cillos como método de control de plagas, también generan nuevos problemas que el 
productor debe solucionar, que son: 1] generan resistencia en las poblaciones de pla¬ 
gas, 2) son peligrosos de manipular ya que pueden ser dañinos para la salud, 3] son 
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peligrosos para el consumo humano y de otros mamíferos, por lo que debe cuidarse 
la cantidad que se aplica sobre productos que serán alimento de personas u animales 
y 4) el mercado cambia y es cada vez más demandante en "productos naturales" li¬ 
bres de insecticidas químicos. La TD aparece como una alternativa potencial de poder 
superar estas limitaciones de los métodos de control tradicionales, ya que: 1] los in¬ 
sectos no desarrollan resistencia a su efecto insecticida ya que el modo de acción es 
físico y no por intervención química de alguna vía metabólica (Nikpay, 2006). Sin em¬ 
bargo, se cree que es posible que desarrollen un grado menor de resistencia a través 
del comportamiento, reconociendo y evitando zonas con una concentración intolerable 
de TD (Ebeling, 1971). Aún así, este efecto debería evitarse con una correcta y homo¬ 
génea aplicación de la TD; 2] mientras que utilizar insecticidas químicos es riesgoso y 
hacen falta entrenamiento adecuado y hasta licencias para los operarios que lo apli¬ 
can, la TD es mucho más segura. Los estándares para el trabajo seguro con TD en 
Canadá y EEUU son 6 mg m" 3 de polvo suspendido en el aire y en 3 mg m" 3 en Reino 
Unido, siempre y cuando la TD contenga menos del 1% de sílica cristalizada (Quarles, 
1992). Esto es porque la sílica amorfa no es tóxica. Según la Agencia Internacional de 
Investigación de Cáncer (IARC) esta pertenece al "grupo 3" considerada no canceríge¬ 
na (Korunic, 1998). Pero el contenido de sílica cristalina si lo es y, según el origen y el 
procesamiento de la TD, podría representar una proporción peligrosamente elevada 
de la mezcla. Por ejemplo, Swensson (1973) expuso a un grupo de ratones a respirar 
aire con grandes cantidades de TD y a otro se lo expuso a lo mismo pero la TD con una 
proporción mucho mayor de sílice cristalina. El resultado fue que los primeros no 
mostraron cambios notables en sus pulmones, mientras que los segundos sí, demos¬ 
trando que el potencial peligro de la TD está en su contenido de sílice cristalizada. Al 
momento de aplicar la TD de buena calidad, los peligros son irritaciones de los ojos y 
la piel que podría causar cualquier polvo, lo cual se evita utilizando la protección ade¬ 
cuada (Korunic, 1998); 3] en otros experimentos hechos sobre ratones, se comprobó 
que la ingesta de TD no es tóxica para mamíferos (Bertke, 1964). De hecho, en algunos 
casos se mezcla con el alimento que se da a los animales de granja para combatir 
parásitos intestinales (Alien, 1972). Por eso, se puede utilizar para proteger cosechas 
con fines alimenticios, aprovechando sus efectos residuales que permiten proteger el 
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producto por largo tiempo, utilizarlo también para desinfectar almacenes y hasta en 
casas y jardines; 4) La TD es considerada un insecticida "natural", así el productor la 
puede utilizar para satisfacer un mercado que está creciendo, de consumidores que 
optan por elegir un producto más seguro. Además, existe evidencia suficiente que sus¬ 
tenta que no afecta la calidad de muchos alimentos (Desmarchelier & Diñes, 1987). 

TD: Marco conceptual 

La TD, también llamada diatomita, se extrae directamente de yacimientos natu¬ 
rales, que se formaron por la deposición de diatomeas en el lecho marino durante 
muchísimos años. Es decir, es una acumulación de micro-fósiles. Estas algas unicelu¬ 
lares, cuando están vivas, forman una sólida pared que las recubre llamada fústula, 
compuesta casi totalmente de sílice (dióxido de sílice hidratado). Esta estructura per¬ 
mite diferenciar a las miles de especies de diatomeas por su morfología externa ya 
que son todas distintas, y dignas de admiración (Round, 1990). Así es que, al morir el 
alga, la materia orgánica es rápidamente degradada, mientras que la fústula, debido a 
su naturaleza inorgánica, resiste la degradación y pasa a formar parte de lo que, 
tiempo después, será el yacimiento del cual extraemos TD (Fig. 3). 
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Figura 3: Tierra de diatomeas utilizada en este trabajo. Imágenes tomadas por microscopía óptica. 
En los recuadros aparecen imágenes, con mayor aumento, de los restos de algunas diatomeas que 
permanecen intactas y se puede apreciar su forma. 
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Antes de ser comercializada, la TD debe pasar por un proceso en donde se seca 
y se muele ya que, al extraerse, el producto suele contener una proporción de agua 
mayor al 50% y una distribución heterogénea del tamaño de las partículas. Luego de 
procesarse, se reducen la humedad al 2-6% y el tamaño de partículas a 10-50pm ma- 
yoritariamente (Korunic, 1998). Además, hay otras consideraciones de la composición 
que pueden afectar la calidad comercial del producto, como la proporción de impure¬ 
zas arcillosas, que suele ser de 6-14% del peso seco, y de sílice cristalizado. Este úl¬ 
timo se forma al exponer a la diatomita a muy altas temperaturas (800°C). Las carac¬ 
terísticas del producto final entonces dependerán del origen de la TD y de su proce¬ 
samiento, los distintos usos que se les da requieren diferentes calidades. Por ejem¬ 
plo, las de alta proporción de sílice cristalizado suelen ser utilizadas como filtro para 
piletas, sin embargo no deben ser manipulados sin la protección adecuada ya que 
pueden generar severos problemas respiratorios como la silicosis. Por otra parte, las 
de uso insecticida deben contener, idealmente, menos del 1% de sílice cristalino, baja 
proporción de arcilla, un tamaño de partícula pequeño y de distribución homogénea y 
nada de humedad (Quarles, 1992). 

Tan particulares son las cualidades de este material, que se le han registrado 
muchos usos durante toda la historia humana. En la Antigua Grecia se la utilizaba en 
forma de ladrillos para la construcción por su bajo peso relativo y como abrasivo. En 
el año 535 D.C. se construyó la iglesia Sta. Sofía en Estambul, Turquía, cuyo domo es¬ 
tá hecho con ladrillos de diatomita (Antonides, 1997). Recién durante el siglo IXX co¬ 
menzó a utilizarse con fines industriales en Europa. Primero como aislante térmico, 
luego como uno de los componentes principales de la dinamita, que permite estabili¬ 
zar y contener a la nitroglicerina. Actualmente, se utiliza como filtro, absorbente in¬ 
dustrial, separador de sustancias, abrasivo para pulidos y como insecticida 
(Antonides, 1997). Debido a esta explosión industrial, comenzó a extraerse mucha más 
TD. Se estima que en el año 1981 se produjeron 1,5 millones de toneladas en todo el 
mundo, con Estados Unidos como el mayor productor (Korunic, 1998). 
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Historia de uso TD como insecticida 

La capacidad insecticida de La TD, o de otros polvos inertes, es conocida desde 
hace mucho tiempo y utilizada por diferentes culturas con ese propósito. En la natura¬ 
leza se pueden encontrar ejemplos en donde estos polvos inertes actúan afectando 
insectos u otros artrópodos. Algunos mamíferos y aves se hacen "baños de tierra", un 
comportamiento que aparentemente les proporciona protección contra parásitos que 
viven sobre su piel. La observación de este fenómeno fue probablemente lo que inspi¬ 
ró a la antigua China, hace miles de años, a utilizar la TD para el control de plagas 
(Alien, 1972). El primer registro científico sobre este fenómeno es del año 1880, donde 
se describe la acción insecticida del polvo de las carreteras sobre gusanos plaga de la 
planta de algodón. Alrededor de los años 50' comenzaron a hacerse estudios científi¬ 
cos que evaluaran la capacidad insecticida de la TD sobre diferentes insectos (ver Ta¬ 
bla 1) y comenzaron a utilizarse a campo para eliminar plagas de cultivos como tam¬ 
bién en el producto almacenado. 


Orden Familia 

Especies 

Referencias 

Chrysomelidae 

Acanthoscelides obtectus 

Chiu, 1939a; Lathorp, 1954; Parkin and Bills, 
1965; Weismann and Jasic-Drgon, 1956; Macel¬ 
jski and Korunic, 1972a,c; Maceljski et al., 1970; 
Giga and Chinwada, 1994 

Tenebrionidae 

Tribolium confusum 

Alexander et al., 1944c; Strong and Sbur, 1963; 
Redlinger and Womack, 1966; Carlson and Ball, 
1962; Maceljski and Korunic, 1972a,c; Maceljski 
et al., 1970; Aldryhim, 1990,1993; Korunic, 1993 


Tribolium castaneum 

Alexander et al., 1944c; Carlson and Ball, 1962; 
Quinland and Berndt, 1996; Redlinger and Wom¬ 
ack, 1966; Maceljski and Korunic, 1972c; Macel¬ 
jski et al., 1970; Desmarchelier and Diñes, 1987; 
Subramanyam et al., 1994; La Hue, 1978; Nick- 
son et al., 1994; Korunic et al., 1996b; Fields and 
Timlick, 1995 

ro 

Tenebrio molitor 

Alexander et al., 1944c 


o¡ Laemophloeidae Cryptolestes sp. Carlson and Ball, 1962; Korunic et al., 1996b; 

Strong and Sbur, 1963; Maceljski and Korunic, 
1972b,c; Maceljski et al., 1970; Subramanyam et 
al., 1994 


a. 

•o 

O) 

o 

u 
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Curculionidae 

Sitophilus granarius 

Chiu, 1939b; Alexander et al., 1944a,b; Weis- 
mann and Jasic-Drgon, 1956; Carlson and Ball, 
1962; Strong and Sbur, 1963; Maceljski and Ko¬ 
runic, 1972c; Maceljski et al., 1970; 
Desmarchelier and Diñes, 1987; Aldryhim, 1990, 
1993; McLaughlin, 1994 



Sitophilus oryzae 

Chiu, 1939b; Carlson and Ball, 1962; Strong and 
Sbur, 1963; Quinland and Berndt, 1996; 
Redlinger and Womack, 1966; White et al., 1966, 
1975; Maceljski and Korunic, 1972c; Maceljski et 
al., 1970; La Hue, 1978; Desmarchelier and 
Diñes, 1987; Korunic et al., 1993; Subramanyam 
et al., 1994 


Bostrichidae 

Rhyzopertha dominica 

Carlson and Ball, 1962; Strong and Sbur, 1963; 
White et al., 1966, 1975; Maceljski and Korunic, 
1972c; Maceljski et al., 1970; La Hue, 1978; 
Desmarchelier and Diñes, 1987; Korunic, 1993; 
Subramanyam et al., 1994; Nickson et al., 1994 



Prostephanus trunca tus 

Subramanyam et al., 1994 


Silvanidae 

Oryzaephilus surinamensis 

Alexander et al., 1944c; Carlson and Ball, 1962; 
Strong and Sbur, 1963; Maceljski and Korunic, 
1972a,c; Maceljski et al., 1970; Subramanyam et 
al., 1994 

rn 

Pyralidae 

Plodia interpunctella 

Wilburet al., 1971 

Lepidopter; 


Ephestia kuehniella 

Alexander et al., 1944c 


Tabla 1: Compilación de trabajos relacionados con la efectividad de la TD como Insecticida sobre 
diferentes especies plaga. Tomada de (Korunic, 1998) 


Modo de acción 

Las primeras teorías sobre el mecanismo a través del cual la TD provoca la 
muerte de los insectos fueron variadas, se propuso que actuaba por el bloqueo de es- 
piráculos, por acumulación entre los segmentos de la cutícula, por ingesta y/o absor¬ 
biendo directamente el agua que contienen, aunque se vio que todas éstas estaban 
erradas (Ebeling, 1971). Lo primero que se demostró fue que la causa de muerte de 
los insectos expuestos a polvos inertes es la deshidratación y, comparando el efecto 
de distintas partículas de polvo, vieron que actúan aumentando la permeabilidad de la 
cutícula de los insectos. Se sugirió, por las propiedades de estos materiales, que la 
superficie de las partículas producen una fuerza de atracción específica sobre la capa 
de lípidos más externa de la cutícula. Para llegar a estas conclusiones los trabajos se 
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basaron en técnicas gravimétricas, donde eL efecto se evalúa a través de variaciones 
de peso de los individuos tratados con estos polvos con respecto a grupos control. 
Pero no se observó este efecto de deshidratación cuando se utilizaron escarabajos 
muertos en los experimentos, lo mismo al utilizar chinches hematófagas del género 
Rhodnius (Alexander et al., 1944). Wigglesworth en 1945 demuestra que la razón de 
esto no era que el individuo estuviera muerto, sino que para que el efecto ocurra el 
insecto debe moverse para favorecer el roce de las partículas de polvo sobre su su¬ 
perficie y que no alcanza sólo con estar cubierto de polvo. Los experimentos que reali¬ 
zó fueron muy sencillos: Utilizó a Rhodnius prolixusy alúmina como polvo inerte; 1] 
puso a caminar a unos insectos sobre un piso de alúmina y a otros sobre un piso lim¬ 
pio, allí observó un aumento significativo de pérdida de peso de los primeros compa¬ 
rados con el control; 2) dejó a los insectos suspendidos en el aire sosteniéndolos del 
tórax, espolvoreó a algunos con alúmina y a otros no, y no registró diferencias signifi¬ 
cativas la pérdida de peso entre tratamientos; por último 3) probó con individuos 
muertos aplicando tres tratamientos distintos, uno espolvoreándolos con polvo, otro 
raspándolos manualmente con el polvo, y el tercero control. Esto último lo probó, 
además de con Rhodnius, con larvas de Nematusy pupas de Calliphora. Los resulta¬ 
dos mostraron que sólo raspando podían observarse los efectos de deshidratación 
esperados. Esto llevaría a concluir que los polvos inertes, o por los menos la alúmina, 
actúa por abrasión de la cutícula. Pero al probar lo mismo en cucarachas (Blatta) vio 
que el espolvoreo con alúmina producía una pérdida de peso aún mayor que con el 
raspado. Esto se lo atribuyó a la diferencia en las características de la capa lipídica de 
la epicutícula, mientras que R. prolixus tiene una capa de cera dura con alto punto de 
fusión (Beament, 1945), la capa lipídica de las cucarachas es mucho más móvil 
(Ramsay, 1935). Entonces, estos polvos inertes estarían actuando de dos posibles ma¬ 
neras: 1] por abrasión de la capa lipídica de los insectos ó 2] por absorción de la mis¬ 
ma. Otros estudios, realizados posteriormente en individuos muertos, demostraron 
que el efecto absorbente ocurre en otros animales además de las cucarachas como 
en termitas (Ebeling & Wagner, 1959) y escarabajos [Tríbolíum sp .) (N a i r, 1957). Si el 
modo de acción es uno o el otro, podría depender tanto de las características de la 
especie como del polvo utilizado (Ebeling, 1971). En cuanto a la TD específicamente, la 
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mayoría de los trabajos coinciden en que el efecto absorbente de las partículas es 
más influyente que el abrasivo (Mewis, 2001). 

Cabe destacar que, en cuanto a la aplicación de la TD para proteger granos al¬ 
macenados, la mortalidad no es el único efecto importante, sino que también existe 
un fuerte efecto de repelencia (White et al., 1966). 

Factores que afectan La eficiencia 

Calidad de la TD 

Diferentes TDs tienen distintas cualidades que dependen tanto de su origen 
como del tratamiento que se les realiza para ser comercializadas. Su compleja com¬ 
posición genera una amplia variabilidad de calidades en cuanto a su capacidad insec¬ 
ticida. Tanto es así, que una marca de TD puede ser mucho más efectiva que otra. Por 
ejemplo, el LC 90 (concentración necesaria para llegar al 90% de mortalidad) en sustra¬ 
to de trigo para la especie Sitophilus oryzae bajo las mismas condiciones experimen¬ 
tales fue de 565ppm para "Celite 209" (TD extraída de EEUU), 709 para "Macedonia", 
1013 para "Dicalite", 1475 para "Permaguard" (los últimos dos son extraídos de yaci¬ 
mientos en EEUU) (Koruni , 1997). La diferencia en efectividad insecticida es debido 
a: homogeneidad en el tamaño de las partículas, diámetro de los poros, contenido de 
impurezas, capacidad de absorber aceite (CHIU, 1939)(Alexander et al., 1944; Vayias & 
Athanassiou, 2004; David & Gardiner, 1950; Koruni , 1997; Maceljski et al., 1970), 
diámetro de las diatomeas y pH (Quarles, 1992; McLaughlin, 1994; Subramanyam et 
al., 1994). Koruni (1997) estudió la relación entre ciertas características fisico¬ 
químicas y la capacidad insecticida para obtener parámetros de referencia que permi¬ 
tan evaluar la efectividad sin la necesidad de recurrir a bioensayos. Concluyeron que 
para una alta eficiencia de la TD como insecticida, los valores deben ser: densidad 
aparente compactada menor a 300 g/L, pH menor a 8,5, disminución de la densidad 
del grano al agregar la TD mayor a 2,5 Kg/hL y adherencia de las partículas al grano 
de trigo mayor a 70%. 
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Humedad en el grano, Humedad relativa y temperatura 

Debido a que los insectos mueren por desecación al exponerse a la TD, es lógi¬ 
co pensar que la humedad a la cual están expuestos afecta la mortalidad de los mis¬ 
mos. Efectivamente, se observa que en granos con un contenido de humedad del 16%, 
se necesita una concentración de insecticida 37 veces mayor para alcanzar el 50% de 
mortalidad a los 7 días que cuando la humedad del grano es del 11%, en la especie S. 
granarius. Resultados similares se hallaron al utilizar otras especies, i.e., 
Oryzaephilus surínamensis y T. castaneum (le Patourel, 1986). Es decir que, a mayor 
humedad dentro del grano, menor es la efectividad de la TD. Esto es probablemente 
debido a que, al alimentarse del grano, los insectos recuperan parte del agua perdida 
por acción del insecticida (que actúa aumentando su pérdida de agua). Algo similar 
ocurre con la humedad relativa (ambiental). A igual permeabilidad de la cutícula, la 
cantidad de pérdida de agua aumenta drásticamente al disminuir la humedad relativa 
(Fields & Korunic, 2000). 

El efecto de la temperatura ha sido puesto a prueba numerosas veces. Al pare¬ 
cer, los resultados dependen de la especie que se utilice, es decir que a dos tempera¬ 
turas distintas, la TD puede ser más eficiente a la más baja para determinadas espe¬ 
cies y a la más alta para otras. Por ejemplo, Rhyzopertha dominica y S. granarius son 
más susceptibles a la TD a 30°C que a 20°C, mientras que para T. confusum es al re¬ 
vés (Aldryhim, 1990; 1993). Sin embargo, otros estudios revelaron lo contrario, con 
resultados que indican que las especies T. castaneum y T. confusum son más suscep¬ 
tibles a la TD conforme aumenta la temperatura del tratamiento en el rango de 22 a 
30°C (Arthur, 2000). Resumidamente, no se han hallado resultados consistentes de 
fuerte correlación entre la temperatura y la efectividad insecticida de la TD, proba¬ 
blemente debido a que los distintos estudios de laboratorio se hicieron bajo diferentes 
condiciones. Por lo que se puede inferir teóricamente, hay muchas posibles razones 
que explicarían la relación entre la temperatura y el mecanismo de acción de la TD, 
por ejemplo, la temperatura modificando la estructura la de capa lipídica de la epicu- 
tícula, la actividad y la tasa metabólica de los insectos, que son características que 
varían ampliamente dependiendo de la especie. En base a esto, las predicciones gene- 
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rales fueron que la susceptibilidad de los insectos a la TD debería aumentar con la 
temperatura, sin embargo la experiencia muestra que la situación puede ser más 
compleja, con casos en los que se reportan resultados contradictorios entre sí y/o 
contrarios a las predicciones, como los que recién se citaron y otros (Korunic, 1998). 

Tipo de producto almacenado 

En cuanto al tipo de grano que se desea proteger, el factor más importante pa¬ 
rece ser la capacidad de adherencia de la TD, que puede variar según el producto al 
que se le aplica (Quarles, 1992] y es un parámetro fácil de medir (Koruni , 1997). Por 
ejemplo, se vio que la disminución de la eficacia de la TD aplicada sobre sorgo o maíz 
es debido a una menor adherencia del polvo a esos granos en comparación con el tri¬ 
go (La Hue, 1972). Incluso, entre variedades de trigo parece haber diferencias en la 
efectividad (Aldryhim, 1993). Para el maíz hay muchos estudios hechos que prueban 
que el efecto insecticida de la TD es bajo (Barbosa et al., 1994; Zeng et al. 1999; 
Athanassiou et al., 2003). Sobre cebada no hay tantos estudios comparativos realiza¬ 
dos pero se registró un efecto insecticida relativamente alto. Con "Insecto" a Ig/Kg de 
cebada se obtuvo 100% de mortalidad en S. oryzae a las 2 semanas (Subramanyam et 
al., 1994] y con "Silicosec" a 1,5g/Kg se obtuvo > 95% de mortalidad en la misma espe¬ 
cie a los dos días de exposición, y 100% a los 7 día incluso con la concentración de 
Ig/Kg (Athanassiou et al., 2003). El arroz parece ser otro producto difícil de controlar 
con TD, pero no muy estudiado. Arthur (2004) prueba la formulación "F2" en diferen¬ 
tes granos y especies de plaga, y encuentra una eficacia muy baja al aplicarlo sobre 
arroz. Lo mismo ocurre al utilizar la formulación "SilicoSec", donde no se alcanza 
el 100% de mortalidad ni en las más altas dosis probadas sobre arroz (Athanassiou 
et al., 2003). 

La bibliografía no es muy extensa en cuanto al efecto del tipo de grano en la 
eficiencia de la TD. Las pruebas en general se realizan sobre trigo y los factores a 
evaluar suelen ser otros y no el tipo de grano. Aquí se citaron algunos trabajos que 
comparan la eficiencia entre trigo, maíz, sorgo y arroz principalmente. Está claro que 
falta trabajar más sobre otros tipos de granos de importancia económica, por 
ejemplo (Christos et al., 2004) pone a prueba TD para proteger avena, centeno y 
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triticale y encuentra que La TD es altamente eficaz para protegerlos de S. orizae 
y al centeno de T. confusum. 

Los factores recién detallados son los más importante y que tienen mayor 
efecto sobre la eficiencia de la TD para proteger granos almacenados, sin embargo 
no son los únicos. También es importante considerar aspectos del almacenaje (como 
el tamaño el almacén, método de almacenaje, cantidad de tiempo que se quiere pro¬ 
teger la cosecha y la existencia o no de una plaga a eliminar a la hora de iniciar el tra¬ 
tamiento) y aspectos geográficos que pueden determinar el tipo de plaga a la que se 
expone el silo y características de la fauna local (Golob, 1997). Y no sólo eso, además, 
el efecto de los distintos factores dependen unos de otros, agregando complejidad al 
asunto. Los estudios donde se evalúan muchos factores combinados revelan que don¬ 
de un factor es más importante en determinadas condiciones, no lo es tanto en otras 
(Arthur, 2004; Athanassiou et al., 2003). 

Relevancia eco-fisiológica 

En la naturaleza se pueden encontrar varios ejemplos en los que revelan la im¬ 
portancia ecológica del efecto insecticida de algunos polvos abrasivos o absorbentes. 
Los cultivos de cítricos más cercanos a las carreteras son más afectados por plagas 
como la cochinilla debido a que el polvo proveniente de las rutas repelen o matan a 
los enemigos naturales de dichas plagas. Lo más interesante es que este polvo pare¬ 
ce afectar en mayor medida los insectos beneficiosos que a las plagas (Flanders, 
1941; Callenbach, 1940; Driggers, 1928). 

Recientemente se estudió el caso de una especie de hormiga cuya la reina, al 
excavar la tierra para iniciar lo que sería el nido donde establecerá la nueva colonia, 
es impregnada de partículas de polvo que le producen el mismo efecto que el que le 
produciría la TD, reduciendo sus posibilidades de supervivencia luego del proceso de 
excavación (Johnson et al., 2011). En otro caso registrado, se comparó el efecto insec¬ 
ticida de la ceniza volcánica, extraída de la provincia de Neuquén, con el de la TD y se 
vio que también mata a los insectos por desecación. Con lo cual se entiende que este 
fenómeno es de gran importancia ecológica ya que afecta gravemente a la población 
de insectos de La zona luego de la erupción de un volcán (Buteler et al., 2014). 
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/OBJETIVO E HIPÓTESIS. 

Objetivo general.. 

Estudiar el efecto insecticida y su posible mecanismo de acción de la tie¬ 
rra de diatomeas para su utilización en silos de almacenamiento de granos con¬ 
tra plagas de gorgojos. 

Objetivos específicos_ 

- Estudiar la efectividad medida como mortalidad de distintas dosis de TD 
como insecticida de gorgojos [Tribolium castaneum} plaga en el almacenamiento 
de granos de trigo. 

- Utilizar técnicas gravimétricas para estudiar la respuesta fisiológica de los 
gorgojos ante la TD, complementando los resultados obtenidos con respirometría. 

- Medir cambios en diferentes parámetros fisiológicos de los insectos, como la 
producción de C0 2 (utilizado como proxy de la tasa metabólica), tasa de pérdida de 
agua total, respiratoria y cuticular, por respirometría de flujo abierto. 

Hipótesi s_ 

Hipótesis 1: La TD tiene un efecto insecticida dosis-dependiente. 

Hipótesis 2: El tratamiento genera la deshidratación de los insectos, que se 
ve reflejada en una disminución del peso en los expuestos a TD. 

Hipótesis 3: La deshidratación, debida a la exposición a TD, se explica con el 
aumento en la tasa de pérdida de agua ( VH 2 0\ 

Hipótesis 4: El aumento de VH 2 0 se debe exclusivamente al aumento de la 
permeabilidad cuticular, sin cambios observables en la tasa metabólica (perdida de 
agua respiratoria). 
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/MATERIALES Y METODOS. 

CRÍA DE INSECTOS, 

La especie utilizada fue Tribolium castaneum, un insecto de la familia Tene- 
brionidae. Se continuó la cría en el laboratorio a partir de una población inicial prove¬ 
niente de la "Fundación para el Estudio de Especies Invasivas" (FuEDEl, Simón Bolívar 
1559, Flurlingham, Buenos Aires, Argentina). Los insectos permanecieron dentro de 
frascos de plástico con tapa de tela de malla, que permite el intercambio gaseoso y 
evita la salida de los insectos. De sustrato se utilizó harina integral mezclada con le¬ 
vadura (50g de levadura / Kg de harina) y, como los gorgojos lo van consumiendo, ca¬ 
da dos semanas se le agregó de este sustrato para reemplazar lo consumido. Cada 
dos meses aproximadamente se limpiaron los frascos colando el sustrato a través de 
una malla plástica o tamiz de poros de tamaño justo para separar insectos adultos y 
larvas del sustrato. La cría se mantuvo dentro de una cámara de temperatura a 
25±1°C y oscuridad constante. 

DISPOSITIVO, 

Para todos los experimentos realizados en este trabajo, en los que se buscó 
registrar los efectos de la TD sobre los insectos comparándolos con un control, se 
armaron dispositivos como el que se describe a continuación (Fig. 4) para exponer a 
los insectos al tratamiento correspondiente. 

El dispositivo consta de un frasco cilindrico de 250ml. La tapa se corta en círcu¬ 
lo y se reemplaza el espacio cortado con una malla de tela. El propósito de la malla es 
evitar que los insectos escapen, al mismo tiempo que permite el intercambio gaseoso 
entre el interior del frasco y el ambiente. Dentro del frasco se colocan 20g de semillas 
de trigo entero que servirá como sustrato para los insectos. Luego, se espolvorea TD 
(o no) en cantidades que dependerán del tratamiento y se agita la mezcla vigorosa¬ 
mente durante aproximadamente 40 segundos para asegurar una distribución homo¬ 
génea de la TD entre los granos de trigo (Giusto et al., 2013). Una vez hecho esto, se 
colocan dentro del frasco 20 individuos de la cría seleccionados al azar y se los deja 
en tratamiento durante el tiempo que corresponda. 
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Figura 4: Dispositivo experimental. Arriba: las partes separadas de dos dispositivos para armar, uno 
para tratamiento "Control" y otro para tratamiento "TD" como está escrito en los frascos. La diferencia 
entre ambos es que al "TD" se le agrega TD dentro del frasco, en la cantidad necesaria para dicho tra¬ 
tamiento. Abajo: los dispositivos ya armados. 


BIOENSAYOS DE EFECTIVIDAD, 

Para probar el efecto insecticida se expuso a grupos de insectos a distintas 
concentraciones de TD, según indica la tabla siguiente: 


Tratamiento 

1 

2 

3 


Control 

Concentración 

0,5 g/Kg de 

1 g/Kg de 

2 g/Kg 

de 

0 

de TD 

trigo 

trigo 

trigo 


N 

6 

6 

6 


6 


Diseño experimental del ensayo de mortalidad 
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De cada tratamiento se realizaron 6 réplicas, es decir que se armaron en total 
24 dispositivos como los recién descriptos. 

Todos los frascos se armaron (como se describe en Dispositivo} al mismo tiem¬ 
po y se dejaron dentro de una cámara con la temperatura controlada a 27±1°C, hu¬ 
medad ambiente y oscuridad constante. Se cuantificó el número de individuos muer¬ 
tos por frasco cada 7 días, durante 3 semanas (a los 7, 14 y 21 días). 

Para obtener los resultados de mortalidad, empleamos la fórmula de Schnei- 
der - Orelli (Püntener, 1981): 


Mortalidad % = 


(% Mortalidad en tratados — % Mortalidad en control ) * 100 
100 — % Mortalidad en control 


DISEÑO EXPERIMENTAL. 

Para Gravimetría y Respirometría 

Armamos los tratamientos "CONTROL" y "TD" basándonos en el protocolo de 
Dispositivo, poniendo TD en una concentración de 0,5g/Kg trigo (que equivale a 0,01 g 
por los 20g se sustrato que tiene el dispositivo) en "TD" y sin TD en "CONTROL". De 
cada uno se hacen dos réplicas, y se los deja durante 48hs dentro de una cámara de 
temperatura a 27°C. A cada grupo de 20 individuos se les registra el peso justo antes 
de introducirlos en los frascos y pasados los dos días, llamaremos a estas medidas 
"Peso inicial" y "Peso final" respectivamente. Luego, se toman al azar 30 individuos de 
cada tratamiento con los que se realizarán las mediciones respirométricas por sepa¬ 
rado es decir, se miden los 30 individuos que atravesaron el tratamiento "CONTROL" 
por un lado y los 30 "TD" por otro. Estos grupos de 30 individuos también son pesados 
antes de introducirse a la cámara para posteriores análisis, a esta medida la denomi¬ 
namos "Masa". El resto de los insectos y el sustrato se descartan. 

GRAVIMETRÍA. 

Para estos análisis utilizamos las medidas "peso inicial" y "peso final" que, co¬ 
mo se explica en Diseño experimental, son las medidas de la masa de los grupos de 
20 insectos antes y después del tratamiento respectivamente. Dividiendo el peso final 
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por el peso inicial de ese mismo grupo, obtenemos lo que llamamos "índice de cambio 
de peso" (ICP), que es la proporción de la masa final con respecto a la inicial. Así, que¬ 
da un valor de ICP para cada unidad experimental, pero eliminamos del análisis aque¬ 
llos datos que provengan de un dispositivo en el que aparecieron individuos muertos al 
final del tratamiento. Luego, comparamos los resultados entre tratamientos. 

Para complementar estos análisis, hacemos las siguientes comparaciones: pe¬ 
sos iniciales entre tratamientos, pesos finales entre tratamientos y entre peso inicial y 
final dentro de cada tratamiento. Se analiza la significancia de las comparaciones con 
la prueba t de student. 

RESPIROMETRÍA_ 

Equipo de respirometría 

Las mediciones de emisión de dióxido de carbono y pérdida de agua de los in¬ 
sectos se realizaron utilizando la técnica de respirometría de flujo abierto. Para esto, 
contamos con un equipo de alta resolución TR-2 de la empresa Stable System Inter¬ 
national (SSI, Las Vegas, NV, EEUU). Los insectos a medir se colocan dentro de una 
cámara respirométrica (RC-M, volumen interno ~13 mi; SSI), la cual está conectada a 
un circuito de tubos y módulos que permiten realizar el experimento pertinente. A 
través de este circuito, el controlador de flujo (SS4 sub-sampler, SSI) produce una 
corriente de aire controlada. En este dispositivo, el aire que entra a la cámara pasa 
primero por dos columnas separadas que contienen drierita, ascarita II, que absorben 
agua y dióxido de carbono respectivamente. Así, el aire que entra a la cámara tiene 
muy baja concentración de estos gases. El aire que sale, pasa por un analizador de 
agua (RH-300, SSI) y otro analizador infrarrojo de dióxido de carbono (Li-6251, Li-Cor, 
Lincoln, NE, EEUU). La cámara respirométrica se encuentra dentro de una cámara de 
temperatura (SSI PTC-1) con un controlador de (SSI Pelt-5). La temperatura de mi¬ 
de con una termocupla asociada a un termómetro digital de 4 canales (TC- 
2000, SSI) con precisión de 0,2°C y una resolución de 0,01°C. Por último, la 
cámara respirométrica lleva un detector de actividad que permite medir la ac¬ 
tividad motriz de los insectos dentro de la misma. Todos los analizadores es¬ 
tán conectados a un conversor analógico-digital (UI-2, 16 bits, SSI) que se en- 
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cuentra, a su vez, conectado a una computadora. Los datos se almacenan y se 
analizan utilizando el software de aquisición y análisis de datos Expedata (SSI). 


TERMOMETRO 

DIGITAL 

TC-2000 


Orienta 
(-HjO) 
Ascarita II 
(-CO,) 


í 














Cámara de 
temepratura 


CONTROLADO 
R DE FLUJO 

SS4 


ANALIZADOR 
DE H 2 0 



Figura 5: Esquema del sistema de respirometría de flujo abierto. Las flechas azules Indican la direc¬ 
ción del flujo de aire. Las flechas rojas hacia arriba indican la salida de una señal analógica que será 
transformada por el conversor A/D (con flecha roja hacia abajo) que permite almacenar y analizar los 
datos en la computadora. 

Con el dispositivo armado de esta manera (Fig. 5), podemos medir las siguien¬ 
tes variables: 

- Pérdida de agua (de los insectos] 

- Emisión de dióxido de carbono (de los insectos) 

- Actividad (de los insectos] 

- Flujo de la corriente de aire 

- Temperatura dentro de la cámara 

- Temperatura ambiental (fuera de la cámara) 
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Cada una de estas variables es muestreada una vez por segundo o 1 Hz, con¬ 
formando cada una un canal independiente, grabado simultáneamente en un mismo 
registro. Éstos se analizan y se manipulan con el programa Expedata (Fig. 6). 


T& EXPEDATA - O X 

File Edit View Acquire Transform Tools Help 




_ 






















3 


i i 


Figura 6: Expedata. Imagen de la ventana del con un registro tipo, a modo de ejemplo, donde se ven 
graficados la pérdida de agua (celeste) y emisión de dióxido de carbono (verde), sin ninguna correc¬ 
ción. Se ve el registro dividido en 5 secciones: las dos intermedias son la toma de datos con los insectos 
dentro de la cámara (a la izquierda 30 individuos tratados con TD y a la derecha 30 control); las otras 
son las "líneas de base", mediciones sin insectos dentro de la cámara que se utilizan para hacer correc¬ 
ciones sobre los canales que se explican luego. 


Transformación de los canales 

Antes de realizar los análisis pertinentes, se hacen las siguientes transforma¬ 
ciones: 

- A los canales pérdida de agua y emisión de dióxido de carbono les restamos 
las líneas de base, suponiendo una deriva lineal de los analizadores. 

- El canal emisión de dióxido de carbono, que se encuentra en ppm, se convier¬ 
te en "Tasa de emisión de dióxido de carbono" pl/h con las siguientes operaciones: 
(Canal de pérdida de dióxido de carbono (ppm)) x (Canal del flujo (ml/min)) x 60.000 

- El canal pérdida de agua se mide como densidad de vapor (pg/ml). Lo conver¬ 
timos en "Tasa de pérdida de agua" pg/h haciendo: (Canal de pérdida de agua (pg/ml)) 
x (Canal de flujo (ml/min)) x 60 

- Los canales de dióxido de carbono y agua se sincronizaron adelantando 10 se¬ 
gundos el canal de dióxido porque, como los analizadores de dichos canales están pues¬ 
tos en serie, la señal de dióxido de carbono llega atrasada con respecto a la del agua. 
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- EL canal de actividad lo convertimos en uno que llamaremos ADS ("Absolute dif- 
ference sum") aplicando sobre él una transformación que suma las diferencias absolutas 
de los puntos adyacentes. Así, se puede comparar la actividad entre diferentes registros. 

- Para los análisis de regresión lineal, fue necesario eliminar las secciones 
donde aparecían pérdidas de agua por excreción. Las mismas se identificaron ma¬ 
nualmente ya que se ven bien diferenciadas en el registro donde aparecen errática¬ 
mente en forma de picos agudos. Esta corrección no se aplicó en los otros análisis. 

Análisis de datos 


De los estudios de respirometría se obtuvieron 13 registros pertenecientes al 
tratamiento CONTROL y 14 al tratamiento TD, cada uno con sus medidas de Tempera¬ 
tura, Flujo de aire, Actividad, Emisión de dióxido de carbono, Pérdida de agua, Masa y 
número de muestras (1 por segundo]. A continuación de describe cómo se transfor¬ 
man algunas de estas variables, para obtener aquellas que utilizamos para llegar a 
los resultados finales: 


- "Masa individual" [mg]: Es la masa promedio de un individuo del grupo. Se ob¬ 
tiene a partir de la "Masa" que se midió del grupo de 30 insectos introducidos en la 
cámara con la operación, 


Masa individual [mg] 


Masa [cí]*1000 
30 


-" ÑHpO" [-—-]: Es la "Tasa de pérdida de agua total" promedio de un indi- 

h.individuo 

viduo del grupo. Se obtiene haciendo un promedio del canal "Tasa de pérdida de agua" 
(a éste lo llamamos "Tasa de pérdida de agua total") en ese registro y dividiéndolo por 
30 (el número de individuos siendo registrado dentro de la cámara). 


- " VCOp ' [---]: Es la "Tasa de emisión de dióxido de carbono total" pro- 

h.individuo 

medio de un individuo del grupo. Se obtiene haciendo un promedio del canal "Tasa de 
emisión de dióxido de carbono" (a éste lo llamamos "Tasa de emisión de dióxido de 
carbono total") en ese registro y dividiéndolo por 30. 


- "Rango ADS": Es la diferencia entre el valor máximo y el mínimo de ese canal, 
dentro del registro en cuestión. Se divide el rango ADS por el número de muestras 
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dentro de ese registro para poder compararse con otros, y se multiplica arbitraria¬ 
mente por 100 para trabajar con números más cómodos. 

Actividad 

Se utilizó el programa "R" para realizar un modelo lineal relacionando el 
"Rango ADS" con las variables VH 2 0 y VC0 2 . Además, se hizo una prueba t de student 
para comparar el "Rango ADS" entre tratamientos. 

Pérdida de agua cuticular y respiratoria 

Para estimar la pérdida de agua cuticular [CWL] y respiratoria [RWL] utilizamos 
el método de regresión (Gibbs & Johnson, 2004) en el que se realiza un análisis de 
regresión lineal (con las herramientas analíticas del Expedata) entre VH 2 0 y VC0 2 de 
cada registro. De aquí se obtienen: R 2 , que describe la calidad del ajuste a la función 
lineal; p, que describe la significancia del efecto que tiene VC0 2 sobre VH 2 0\ la orde¬ 
nada al origen y la pendiente. CWL se obtiene de la ordenada al origen y RWL de la 
pendiente de la función, y los comparamos entre tratamientos con pruebas t de stu¬ 
dent. No se tuvieron en cuenta para las estimaciones los valores obtenidos de regis¬ 
tros con pendientes menores a 0 u ordenadas menores a O, ya que son biológicamen¬ 
te incoherentes. 

Permeabilidad cuticular 

Calculamos la permeabilidad cuticular como la tasa de pérdida de agua (pg/h) 
por unidad de área de superficie de la cutícula (cm' 2 ] y unidad de presión de vapor de 
agua (Torr" 1 ]. Habiendo discriminado entre CWL y RWL, podemos estimar la permea¬ 
bilidad como resultado de ambas componentes de pérdida de agua y como resultado 
del componente cuticular exclusivamente. Al primero lo llamamos permeabilidad to¬ 
tal [GCP], al segundo permeabilidad cuticular [CP). 

Primero debemos estimar la superficie de los insectos. Para hacer esto usa¬ 
mos dos modelos distintos: 

- El "Modelo 1", basado en la fórmula de Meeh, utiliza como parámetro la masa 
del individuo y una constante k que se obtiene experimentalmente. En este caso, el 
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valor k= 6,7 fue tomado de (Rigaux et al., 2001] que lo midieron para la misma especie 
de este trabajo. 

Superficie = k * masa individual 0,667 

- El "Modelo 2" estima la superficie del insecto aproximando su forma a una fi¬ 
gura geométrica más sencilla. A diferencia del Modelo 1, éste no admite a la Masa 
Individual como parámetro, en cambio, usa medidas morfométricas de la especie 
(Macho: 0,00306 ± 0,00003 cm de largo y 0,00128 ± 0,00030 cm de ancho; Hembra: 
0,00370 ± 0,00001 cm de largo y 0,00128 ± 0,00030 cm de ancho (Devi & Devi, 2015). La 
figura es un cilindro de bases curvas, cortado por la mitad en sentido longitudinal. 

Las medidas se utilizan para adaptar la figura al tamaño del insecto. Los cálcu¬ 
los se encuentran detallados en Material suplementario. 
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/RESULTADOS. 

Bioensayos de mortalidad_ 

Los bioensayos de La efectividad de La TD como insecticida mostraron que ésta 
tiene un efecto dosis-dependiente sobre La mortaLidad de Los insectos (Fig. 7). AL cabo 
de La primera semana, Los individuos expuestos a 1 y 2 g TD/Kg trigo llegaron al 100% 
de mortalidad y Los expuestos a 0,5 g TD/Kg trigo al 90,87 ± 4,37 %, mientras que Los 
del control presentaron 0% de mortaLidad. En la semana 2, murió el 100% de Los in¬ 
sectos expuestos a TD en todas las concentraciones. El tratamiento Control Llegó a 
79,25 ± 7,71 % de mortalidad en la semana 2 y a 95,00 ± 4,08 % en La semana 3. 



Figura 7: Mortalidad acumulada de Tribolium castaneum, expresada en porcentajes, en función del 
tiempo (semanas), para un grupo control y tres concentraciones distintas de TD (0,5, 1 y 2 g de TD/Kg 
de grano). Cada punto representa la media ± error estándar con N=6. 
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Grav¡metría_ 

Se utilizaron las mediciones de la masa de los grupos de insectos antes y des¬ 
pués de ser expuestos al tratamiento correspondiente para observar el efecto de la 
TD sobre la pérdida de agua de los mismos durante los dos días de exposición al tra¬ 
tamiento. Con estos datos, podemos calcular el "índice de cambio de peso" (ICP) a las 
48hs de exposición dividiendo "peso final" por "peso inicial". Este índice describe, pro¬ 
porcionalmente, la cantidad de masa de los insectos al final del tratamiento con res¬ 
pecto al momento inicial. Entonces: si el ICP de uno de los tratamientos es "1", signi¬ 
fica que los insectos no ganaron ni perdieron peso a lo largo del tratamiento; si es >1, 
ganaron peso; si es <1, indica que hubo una disminución de peso durante los dos días 
del tratamiento. Suponiendo que la diferencia de peso antes y después es debido a la 
cantidad de agua que pierden, este método es una forma de medir el grado de deshi- 
dratación en el que se encontraban los insectos al finalizar el tratamiento. Como era 
de esperarse, el ICP es significativamente mayor en los insectos control que en los 
tratados con TD, siendo 0,989 ± 0,007 y 0,924 ± 0,009, respectivamente (T 36 = 5,61; p- 
valor- 2,3e‘ 6 ) (Figura 8). También se compararon los ICP con 1, para ver si la dismi¬ 
nución de peso era significativa. El análisis indica que el valor de TD es diferente de 1 
(T 18 =8,3 ; p-valor< 0,0001), en cambio, el ICP del control no es significativamente dife¬ 
rente de 1 (T 23 —1,607 ; p-valor-0,1 217). 
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Figura 8: índice de cambio de peso (ICP) comparado entre los tratamiento CONTROL (n=18) 
y TD (n=19) 

Se realizó, además, otro análisis en el que comparamos directamente los pe¬ 
sos finales e iniciales de los dos tratamientos. Como era de esperarse, en base al 
análisis del ICP y a las predicciones, no hay diferencias significativas entre el peso 
inicial Control y el peso inicial TD (T 35 =-0,403 ; p-valor= 0,69), ni entre inicial Control y 
final Control (T 48 =-1,002 ; p-valor- 0,32), pero si se observaron diferencias significati¬ 
vas entre final Control y final TD (T 29 =2,301 ; p-vaíor= 0,029) y entre inicial TD y final TD 
(T 34 =-2,991 ; p-valor= 0,0051). (Figura 9) 
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Figura 9: El esquema muestra todas las comparaciones hechas entre los valores de peso antes (inicial) 
y después (final) del tratamiento y según la exposición o no a la TD, indicando cuando NO hay diferen¬ 
cia significativa (=) y cuando SI la hay (***) en cada comparación. 


Resp¡rometría_ 

Se escogió la concentración más baja de TD que mostró efecto insecticida en 
los ensayos de mortalidad, que fue de 0,5 g TD/Kg trigo, para realizar los experimen¬ 
tos que dieran información sobre su mecanismo de acción. 

Dentro de la cámara de respirometría se colocan grupos de 30 individuos ex¬ 
puestos previamente al tratamiento de dos días de "TD" ó "Control", según corres¬ 
ponda. De esa manera, con esta técnica medimos los efectos fisiológicos de la TD so¬ 
bre los gorgojos, observando cambios en el intercambio gaseoso. 

Tasas totales de emisión de agua y dióxido de carbono 

Los estudios hechos con técnicas de respirometría de flujo abierto revelaron 
que los insectos que fueron tratados con TD tienen una VH 2 0 mayor que aquellos del 
tratamiento control, siendo 6,43 ± 0,23 pg H 2 0/individuo/h (media ± error estándar) 
para el control, y 10,94 ± 0,44 pg H 2 0/i nd ividuo/h para los tratados con TD (Figura 10- 
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a). Por otra parte, las VC0 2 mostraron el mismo patrón, siendo 2,24 ± 0,15 pl 
C0 2 /¡ndividuo /h para el grupo control, y 3,51 ± 0,17 pl C0 2 /individuo/h para los trata¬ 
dos con TD (Figura 10-b). 
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Figura 10: Gráfico de la tasa de pérdida de agua (pg/h) (a) ó tasa metabóiica (pl/h) (b) según el tra¬ 
tamiento aplicado. Cada punto representa el valor de uno de los registros obtenidos por respirometría. 
VH 2 0: CONTROL: 6,43 ± 0,23 pg H 2 0/¡nd¡v¡duo/h ; N=13. TD: 10,94 ± 0,44 pg H 2 0/lndlvlduo/h; N=14. 
VCOj'.CONTROL: 2,24 ± 0,15 pl CO^individuo /h; N=13. TD: 3,51 ± 0,17 pl CO^individuo/h; N=14. 
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Actividad 

Con el objetivo buscar una explicación al comportamiento de las variables res¬ 
piratorias, analizamos el efecto de la actividad sobre la fisiología de los gorgojos y su 
relación con las variables antes mencionadas. Como se explica en Materiales y méto¬ 
dos, la actividad está expresada como Rango ADS, relativizado a la duración del regis¬ 
tro (es decir la cantidad de muestras), lo cual nos permite comparar la actividad entre 
registros de distinta longitud. 

Se aplicaron dos modelos lineales que relacionan VH 2 0 (pg/individuo/h) y la 
tasa metabólica, medida como VC0 2 ípl/individuo/h), con la actividad. Los resultados 
revelaron que no hay efecto significativo de la actividad sobre ninguna de las dos va¬ 
riables respiratorias (Estadística de la correlación con la actividad: VC0 2 T 23 =0,118; p- 
i/a/or=0,907; VH 2 0 T 23 =-0,423; p-valor= 0,676). 

Luego, analizamos la diferencia de actividad (unidades relativas) entre trata¬ 
mientos con la prueba t de student. Encontramos que el valor para el control fue de 
3,7 ± 0,9 (media ± error estándar) y casi el doble para TD 7,2 ± 1,5. Sin embargo, la 
diferencia no llega a ser significativa (T 21 =-1,99; p-i/a/or=0,0593), por lo que no pode¬ 
mos afirmar que exista diferencia entre la actividad de los insectos expuestos al tra¬ 
tamiento con TD, con respecto a los del tratamiento Control. 

Pérdida de agua cuticulary respiratoria 

Con respecto a VH 2 0, sabemos que tiene tres componentes que son: la pérdida 
de agua por excreción, pérdida de agua respiratoria (RWL) y pérdida de agua cuticular 
(CWL). A partir de VH 2 0 podemos discriminarlos analíticamente. En primer lugar, 
eliminamos los picos de excreción de los registros de pérdida de agua. Luego, utili¬ 
zamos el método de regresión que nos da un valor de CWL y RWL para cada registro 
(los valores R 2 y p de cada regresión están reportados en Material suplementario). 
Utilizando la prueba t de student, comparamos entre tratamientos a los dos compo¬ 
nentes de pérdida de agua. 

Los análisis de regresión mostraron que los insectos tratados con TD sufren, 
además de una mayor pérdida de agua total, mayor pérdida de agua cuticular (CWL) y 
respiratoria (RWL), con respecto a los del control. 
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Los valores son: 



Control 

TD 

t-student 

VH 2 0 (ng/h.ind) 

6,43 ± 0,23 

10,94 ± 0,44 

T 19 = -8,985 
p-valor < 0,001 

CWL (ng/h.ind) 

3,63 ± 0,43 

5,46 ± 0,86 

T 13 =-1,910 
p-valor = 0,039 

RWL (ng/h.ind) 

2,75 ±0,58 

5,50 ± 0,70 

T 17 = -3,021 
p-valor = 0,004 


Tabla 2: Muestra los resultados obtenidos de "pérdida de agua cuticular" ("CWL") y "pérdida de 
agua respiratoria" ("RWL") estimados por individuo (media ± error estándar); N=10 para ambos 
tratamientos. 

Permeabilidad cuticular 

Para calcular la permeabilidad cuticular fue necesario primero estimar el área 
de la superficie de los insectos. Con ese objetivo, implementamos dos modelos dife¬ 
rentes que llamamos "Modelo 7" y "Modelo T. Luego, la permeabilidad la podemos 
calcular a partir de VH 2 0 como "Permeabilidad total" (GCP) o a partir de la CWL como 
"Permeabilidad cuticular" (CP) (Tabla 3). 


Modelo 

Tratamiento 

Superficie (cm 2 ) 

Error 

relativo 

GCP 

(pg/cm 2 .h.Torr) 

CP 

(pg/cm 2 .h.Torr) 


TD 

0,0927 ±0,0015 * 

= 1,6% 

4,46 ± 0,21 * 

2,27 ±0,38 * 

1 

Control 

0,0968 ± 0,0008 

~ 0,8% 

2,50 ± 0,07 

1,42 ±0,17 


TD 



3,83 ± 1,83 

1,91 ±0,95 

2 

Control 

0,108 ± 0,045 

= 42% 

2,25 ± 1,02 

1,27 ± 0,66 


Tabla 3: Resultados de los cálculos de permeabilidad, comparando los dos modelos utilizados para 
estimar la superficie de los insectos. "Error relativo" es el error relativo de los valores de "Superficie". 
* indica una diferencia significativa entre tratamientos (p-valor < 0,05). 

Los resultados del Modelo 2 fueron descartados ya que, debido a un alto error 
relativo (= 42%) de la estimación de superficie de los insectos, las diferencias de per¬ 
meabilidad entre tratamientos es insignificante comparado al error estándar arras- 
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trado de Los cálculos de superficie (ver Material suplementario). Además, este modelo 
no contempla las diferencias de tamaño entre los grupos Control y los TD. La masa 
individual de los insectos Control antes de colocarlos dentro de la cámara de respi- 
rometría, es decir luego del tratamiento de dos días, es de 1,70 ± 0,05 mg (media ± 
error estándar] y la de los insectos TD es 1,60 ± 0,06 mg. 

El "Modelo 1" nos permitió detectar una diferencia entre tratamientos, de la 
superficie de los insectos, lo suficientemente precisa para ser significativa (T 22 = 
2,399; p-valor - 0,013]. Utilizando ese mismo modelo, la permeabilidad total y cuticu¬ 
lar resultan mayores en los insectos del tratamiento TD que los del control (GCP: T 1é = 
-8,98; p-valor= 1,09x10" 7 y CP: T 12 =-2,028; p-valor= 0,0322). 
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/DISCUSIÓN 


Efectividad 

Encontramos que La TD tiene un efecto positivo en la mortalidad de gorgojos 
de La especie Tribolium castaneum en frascos con semillas de trigo. Al cabo de una 
semana de exposición al insecticida, se observó una mortalidad elevada a todas las 
concentraciones probadas, donde a concentración de 1 y 2 g/Kg se llegó al 100% y a 
0,5 g/Kg el efecto fue un poco más débil, alcanzando el 91%. Era de esperarse que la 
dosis más baja tuviera un efecto menor ya que es bien sabido que la concentración es 
un factor importante en la efectividad de la TD como insecticida (Quarles, 1992]. A 
partir de las dos semanas de tratamiento encontramos 100% de efectividad para to¬ 
das las concentraciones. Resultados similares fueron reportados en otros trabajos 
que realizaron ensayos a la misma concentración sobre la misma especie de gorgojos 
(Kabir, 2013; Giusto et al., 2013] y en una especie muy emparentada Tribolium confu- 
sum (Arthur, 2000; Athanassiou et al., 2005). Pequeñas diferencias entre los resulta¬ 
dos de estos autores y los nuestros se puede deber a múltiples factores que tienen un 
efecto significativo sobre la mortalidad de la TD, como pueden ser: el tipo de TD, tem¬ 
peratura, humedad relativa, entre otros. 

Con respecto a la aplicación a campo, en general se acepta que estas dos es¬ 
pecies [T. castaneum y T. confusum) son las plagas más difíciles de controlar con TD, 
es decir que suele necesitarse concentraciones más altas cuando se quiere prevenir 
la proliferación de éstas que en otras plagas también comunes (Fields & Korunic, 
2000). Por otra parte, la dosis más baja utilizada en este estudio (0,5 g/Kg ó 500ppm) 
es aproximadamente la recomendada para utilizar contra gorgojos en silos de alma¬ 
cenamiento de granos (Nikpay, 2006), y con ella se alcanzó el 100% de mortalidad. Es 
importante que se llegue al máximo de mortalidad ya que la protección a largo plazo 
del producto almacenado depende de ello. Si bien pareciera que los insectos no son 
capaces de desarrollar resistencia contra la TD a nivel metabólico, se sugiere que 
puede existir un mecanismo de resistencia comportamental, en el que los individuos 
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resistentes tenderían a escapar a Las zonas de mayor concentración de TD cuando no 
está homogéneamente distribuida. Por ejemplo, cuando la TD no tiene buena adhe¬ 
rencia al grano, el polvo suele quedar más concentrado en el fondo del silo mientras 
que las parte más alta se libera y permite la proliferación de la plaga (Ebeling, 1971). 
Además, la mortalidad no es el único medio por el que la TD protege al producto con¬ 
tra la plaga, también tiene efectos repelente (White, Berndt, & Schesser, 1966) y de 
disminución de la producción de progenie de los insectos afectados (Kabir, 2013). Este 
último efecto es muy importante ya que determina la capacidad del insecticida de in¬ 
terrumpir el ciclo de vida de la plaga. 

Por eso, podemos decir que los bioensayos realizados en este trabajo mues¬ 
tran resultados prometedores para la aplicación a campo de ésta TD a concentración 
de 5 g TD/Kg trigo. Sin embargo, deben hacerse otros estudios que consideren facto¬ 
res locales específicos del lugar donde se va a utilizar para poder determinar con ma¬ 
yor seguridad la efectividad de la TD y su concentración necesaria. Aún así, confirma¬ 
mos que esta dosis produce indudablemente el efecto insecticida, lo que nos permitió 
seleccionarla para continuar con los estudios del modo de acción. 


Perdida de agua 

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la pérdida de agua a través de 
la cutícula provocada por la TD, ya que la teoría sobre el modo de acción insecticida 
propuesta es que ésta actúa afectando la integridad de la capa lipídica, que protege a 
los gorgojos de la deshidratación por transpiración cuticular. 

Las medidas gravimétricas mostraron que los insectos pierden peso debido al 
tratamiento con TD. No podemos asumir que el cambio de peso entre el estado inicial 
y el final es debido a la pérdida de agua exclusivamente, ya que podrían estar involu¬ 
crados otros procesos de pérdida o ganancia de peso como excreciones o ingesta de 
comida. Aún así, la pérdida de peso en el tratamiento con TD es alta (casi el 10% del 
total) y parece difícil de explicar mediante pérdida de peso seco, sobre todo conside¬ 
rando que: del peso total de un insecto cualquiera, el contenido de agua representa 
alrededor del 60-70%; que en coleópteros como T. castaneum la cutícula representa 
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un porcentaje relativamente alto del peso seco (Hadley, 1994; y que en el control el 
ICP dio 1, que significa que no hubo cambio de peso durante el tratamiento, lo cual 
indica que la pérdida de peso en el tratamiento TD es debido a la acción del polvo. Por 
lo general, las técnicas gravimétricas para medir pérdida de agua se hacen midiendo 
el peso seco de las muestras para estimar el contenido de agua de las mismas, y es el 
método más común para estudiar relaciones hídricas. Pero tiene la limitación de no 
poder discriminar entre entrada y salida de moléculas de agua, sino que estima sólo 
el flujo neto. Por ejemplo, en dos situaciones hipotéticas donde los valores de entrada 
y salida de agua son muy distintos, el resultado de flujo neto de agua podría ser el 
mismo. Esto hace menos exactos los análisis posteriores como las estimaciones de 
CWL y permeabilidad cuticular (Arlian & Veselica, 1979], que son parte del objetivo 
principal de este trabajo. Sin embargo, estos resultados nos sirven para probar que 
existe una pérdida efectiva de peso durante el tratamiento con TD. 

Mediante la técnica de respirometría de flujo abierto logramos medir el cambio 
en la tasa de pérdida de agua total de los insectos provocada por acción de la TD. Co¬ 
mo era de esperarse, los grupos que fueron expuestos a la TD presentaron mayor 
VH 2 0 que los grupos control. Pero además de la pérdida de agua cuticular podrían 
haber otros factores contribuyendo al aumento en la pérdida de agua total, que son la 
pérdida de agua por respiración y excreción. Para poder analizar estos factores por 
separado, primero eliminamos los picos de excreción de los registros de pérdida de 
agua total. Luego, con los análisis de regresión lineal, estimamos la pérdida de agua 
cuticular y vimos que aumenta con el tratamiento de la TD, lo que coincide con lo es¬ 
perado y sustenta el modo de acción propuesto para la TD. Fuera de lo predicho, ob¬ 
servamos que además aumenta la pérdida de agua respiratoria con el tratamiento TD. 
Esto nos lleva a pensar que la deshidratación de los insectos, provocada por el insec¬ 
ticida, podría atribuirse a otras vías de transpiración de además de la cuticular. En la 
bibliografía previa está bien demostrada la deshidratación y el aumento de la pérdida 
de agua total, así como el aumento de la pérdida de agua cuticular debido a la TD, pe¬ 
ro no se encuentran estudios hechos sobre cómo afecta a la pérdida por vía respirato¬ 
ria. Ésta, está asociada a la apertura de los espiráculos que los insectos deben reali¬ 
zar para facilitar el intercambio gaseoso, pero eso es que su aumento suele estar 
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acompañado del de la tasa metabólica. Nosotros utilizamos las mediciones de la emi¬ 
sión de dióxido de carbono para probarlo, y vimos que efectivamente el tratamiento 
con TD provocaba el aumento de la producción de dióxido de carbono de los gorgojos, 
además del aumento de la pérdida de agua respiratoria. Luego, para explicar qué pro¬ 
vocaba el aumento de la tasa metabólica, planteamos dos posibilidades asociadas a 
los requerimientos energéticos: la primera es que las condiciones estresantes a las 
que se expone el insecto tratado con TD provoca una reacción comportamental de 
aumento de la actividad motora del mismo; la segunda es que, ante el daño de la cutí¬ 
cula, podría haber un proceso de reparación actuando en ese momento que requeriría 
de la producción y transporte de sustancias energéticamente costosas como los com¬ 
puestos lipidíeos de la epicutícula. Para probar la primera, realizamos los análisis 
pertinentes, utilizando las medidas de actividad que nos permite hacer el set-up de 
respirometría transformadas en ADS. Vimos que el ADS no correlaciona con la tasa de 
pérdida de agua ni con la tasa de emisión de dióxido de carbono. Además, no varía 
significativamente el ADS según el tratamiento. Esto nos indica que la exposición a TD 
no estaría provocando cambios significativos en la movilidad de los insectos y que la 
variación de movilidad registrada entre grupos no genera un cambio notable en la 
emisión de gases. Si el movimiento no fuera el causante del aumento de la tasa meta¬ 
bólica, entonces podría ser la segunda opción considerada, que el aumento de la tasa 
metabólica se deba al aumento de los requerimientos metabólicos de los insectos por 
el proceso de reparación de la cutícula. Este proceso es conocido y se ha registrado 
como reacción ante la exposición a polvos como la TD (Wigglesworth, 1945). Sin em¬ 
bargo, dado las limitaciones en la cuantificación precisa de la actividad y la debido a 
que no podemos conocer la relación exacta entre la actividad y la emission de C0 2 
(utilizado como proxy de la tasa metabólica) no podemos descartar completamente la 
primera opción, es decir un cambio de la actividad. Es importante mencionar que am¬ 
bos procesos u opciones no son mutuamente excluyentes y podrían actuar en conjun¬ 
to para aumentar la tasa metabólica. 


54 



Permeabilidad cuticular 


Teniendo identificados los componentes de la tasa de pérdida de agua total, 
podemos calcular la permeabilidad cuticular, que es un parámetro de gran valor 
comparativo ya es independiente de algunos factores que harían complicada la com¬ 
paración entre tasas de pérdida da agua obtenidas de trabajos distintos como diferen¬ 
cias de presión de vapor y superficie del insecto (Hadley, 1994). Para hacer esto, pri¬ 
mero tuvimos que estimar el área de la superficie de los insectos. De los dos modelos 
utilizados como estimadores, el "Modelo 2" fue descartado debido a una acumulación 
muy grande de indeterminación en los cálculos. Utilizando este modelo, obtenemos 
valores medios que siguen el patrón esperado, la permeabilidad cuticular del control 
resultó más baja que la del tratamiento TD, pero esta diferencia está lejos de ser sig¬ 
nificativa debido al alto error relativo que se obtiene de la utilización de este modelo. 
El "Modelo 1", en cambio, permite incorporar la variable "masa" y devuelve valores de 
superficie y permeabilidad más precisos. Con éste obtuvimos diferencias de permea¬ 
bilidad significativas entre tratamientos, siendo el Control 1,46 ± 0,17 y TD 2,34 ± 0,39 
(/ jg/cm 2 .h.Torr ). Cabe destacar que estos valores se obtienen exclusivamente del 
componente cuticular de la pérdida de agua, en otros trabajos suelen llamar "per¬ 
meabilidad cuticular" a la obtenida a partir de la tasa de pérdida de agua total. Por 
ejemplo, en Rigaux y colaboradores (2001), donde también se estudia la acción de la 
TD sobre T. castaneum, miden la tasa de pérdida de agua con la técnica gravimétrica 
solamente, esto les impide discriminar entre pérdida de agua cuticular y respiratoria. 
Por eso, lo que los autores llaman "permeabilidad cuticular" es comparable con lo 
que en nuestro trabajo denominamos "Permeabilidad total" (GCP). Los valores de GCP 
que ellos obtuvieron fueron: para el Control 1,40 ± 0,15 y para el TD 3,45 ± 0,86 
[/jg/cm 2 .h.Torr ) y nosotros: para el Control 2,56 ± 0,09 y para el TD 4,59 ± 0,29 
[/jg/cm 2 .h.Torr ). Los obtenidos en este trabajo, son más altos probablemente debido al 
método de medición: aquí utilizamos el de respirometría de flujo abierto cuyo flujo de 
aire continuo elimina el efecto de la capa límite, que es la capa de aire más próxima a 
la cutícula, haciendo que el agua difunda con mayor facilidad, el otro trabajo, en cam¬ 
bio, utiliza el método gravimétrico que es mucho más pasivo, esta diferencia explica¬ 
ría que nos haya dado valores más altos. Sin embargo, sigue siendo una comparación 
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favorable considerando la enorme variabilidad de permeabilidad que se encuentra 
entre especies de insectos terrestres (ver tabla 3.1 en Hadley, 1994). 

En cuanto a las predicciones realizadas, podemos decir que verificamos como 
ciertas las Hipótesis 1 ( TD tiene un efecto insecticida dosis-dependiente ), a partir de 
los resultados que obtuvimos de los bioensayos de mortalidad, e Hipótesis 2 [El tra¬ 
tamiento genera la deshidratación de los insectos, que se ve reflejada en una dismi¬ 
nución del peso en los expuestos a TD), a partir de los estudios gravimétricos. Tam¬ 
bién fue verificada La Hipótesis 3 [La deshidratación, debida a la exposición a TD, 
se explica con el aumento en la tasa de pérdida de agua (VH 2 0)ya que, como se espe¬ 
raba, aumentó la pérdida de agua, es decir que existe el peligro de deshidratación de 
los insectos expuestos a TD que representa un peligro de muerte inminente, debido 
en parte al aumento en la permeabilidad de la cutícula, tal y como predice la Hipóte¬ 
sis 4 (El aumento de VH 2 0 se debe exclusivamente al aumento de la permeabilidad 
cuticular, sin cambios observables en la tasa metabólica o pérdida de agua respirato¬ 
ria). Pero el inesperado aumento de la tasa metabólica nos dice que podría haber otro 
proceso no contemplado que afecte la vitalidad de los animales, además del incre¬ 
mento en la permeabilidad cuticular. 

En resumen, este trabajo otorga una comprensión amplia sobre el efecto de la 
TD sobre T. castaneum, verificando que ésta interacciona físicamente con la epicutí- 
cula de los insectos, alterándola y modificando algunas de sus propiedades como la 
permeabilidad. Quedaría por demostrar la naturaleza de esta alteración, si bien es 
evidente que está relacionado con la composición de la capa de cera, queda en duda 
cuáles son los cambios específicos producidos por la TD y cómo están relacionados 
con la permeabilidad de la cutícula. Por otra parte, la respuesta inesperada de la tasa 
metabólica a la TD deja algunas preguntas por responder: ¿Cómo es que el daño en la 
cutícula llega a provocar el cambio en la tasa metabólica? ¿Habrá un proceso activo 
de reparación de ese daño? Si es así ¿Cómo es detectado ese daño y cuáles son los 
detalles de la respuesta fisiológica? ¿0 será que existe otro proceso de respuesta a la 
TD no contemplado por la teoría sobre su modo de acción? Aparte de su modo de ac¬ 
ción, pudimos verificar la efectividad de la aplicación de TD como insecticida sobre T. 
castaneum a 0,5 g TD/Kg trigo para proteger granos de trigo almacenados. Otro apor- 
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te deL trabajo son las estimaciones de permeabilidad cuticular de la especie, tanto en 
presencia como en ausencia de TD, que sirven para comparar con los valores obteni¬ 
dos de otras especies para futuros análisis. Por último, queremos destacar que, más 
allá de la aplicación como insecticida de la TD, que parece ser a lo que se le da más 
relevancia y lo que impulsa la producción científica relacionada, ésta demuestra ser 
una herramienta valiosa para el estudio de la epicutícula de los insectos y su capa de 
cera, con el potencial de revelar características sobre ella que aún no han sido pues¬ 
tas al descubierto, como la relación entre su composición/estructura y sus propieda¬ 
des de importancia biológica, y responder otras preguntas todavía pendientes. 


57 



/Bibliografía 


Aldryhim, Y. N. (1990], Efficacy of the Amorphous SiLica Dust , and Sitophilus Granarius ( L .] [ Coleóptera : Tenebrionidae and 
Curcuüonidae ). Journal of Stored Products Research, 26(4], 207-210. 

Aldryhim, Y. N. (1993). The efficacy of amorphous silica dust against Rhyzopertha dominica. 

Alexander, P., Kitchener, J. A., & Briscoe, H. V. A. (1944). Inert dust insecticides: Part I. Mechanism of action. Annals of Applied 
Biology, 31(2], 143-149. 

Alien, F. (1972). A natural earth that Controls insects. Organicgardeningandfarming. 

Amici, A. (19901. Nuevas prioridades en la agricultura de los países desarrollados. Agricultura sostenible . 

Andersen, S. [1979], Biochemistry of insect cuticle. Annual Review of Entomology, 24, 29-61. 

Antonides, L. E. (1997). Diatomite. U.S. Geological Survey Mineral Yearbook 1997, 1-6. 

Arlian, L. G., & Veselica, M. M. (1982). Relationship between transpiraron rate and temperature in the mite Dermatophagoides 
farinae. Physiological Zoology , 344-354. 

Arlian, L. G., & Veselica, M. M. (1979). Water balance in insects and mites. Comparative Biochemistry and Physiology. 

Armold, M. T., & Regnier, F. E. (1975). A developmental study of cuticular hydrocarbons of Sarcopaga bullata. Insect Physiology, 
21 . 

Arthur, F. H. (2000). Toxicity of diatomaceous earth to red flour beetles and confused flour beetles (Coleóptera: Tenebrionidae): 
effects of temperature and relative humidity. Journal of Economic Entomology, 93(2], 526-532. 

Arthur, F. H. (2004). Evaluation of a new insecticide formulation (F2) as a protectant of stored wheat, maize, and rice. Journal of 
Stored Products Research, 40(3), 317-330. 

Athanassiou, C. G., Kavallieratos, N. G., & Andris, N. S. (2004). Insecticidal Effect of Three Diatomaceous Earth Formulations 
Against Adults of Sitophilus oryzae; (Coleóptera: Curcuüonidae] and Tribolium confusum (Coleóptera: Tenebrionidae) 
on Oat, Rye, and Triticale. Journal of Economic Entomology, 97(6), 2160-2167. 

Athanassiou, C. G., Kavallieratos, N. G., Tsaganou, F. C., Vayias, B. J., Dimizas, C. B., & Buchelos, C. T. (2003). Effect of grain type 
on the insecticidal efficacy of SilicoSec against Sitophilus oryzae (L.) (Coleóptera: Curcuüonidae). Crop Protection, 
22(10), 1141-1147. 

Athanassiou, C. G., Vayias, B. J., Dimizas, C. B., Kavallieratos, N. G., Papagregoriou, A. S., & Buchelos, C. T. (2005). Insecticidal 
efficacy of diatomaceous earth against Sitophilus oryzae (L.) [Coleóptera: Curcuüonidae] and Tribolium confusum du 
Val (Coleóptera: Tenebrionidae) on stored wheat: Influence of dose rate, temperature and exposure interval. Journal of 
Stored Products Research, 41(1), 47-55. 

Barbosa, A., Golob, P., & Jenkins, N. (1994). Silica aerogels as alternative protectants of maize against Prostephanus truncates 
(Horn)lColeoptera: Bostrychidae) infestations. Proceedings of 6th International Working Conference on Stored Product 
Protection . 

Beament, J. W. L. (1945). The cuticular lipoids of insects. Journal of Experimental Biology, 21 (November), 115-131. 

Bertke, E. M. (1964). The effect of ingestión of diatomaceous earth in white rats: A subacute toxicity test. Toxicology And Applied 
Pharmacology, 6(3), 284-291. 

Buteler, M„ López García, G. P„ Pochettino, A. A., Stefanazzi, N„ Ferrero, A. A., & Stadler, T. (2014). TOXICITY OF VOLCANIC ASH 
AGAINST AN INSECT PEST 17 Sección especial Insecticidal activity of volcanic ash against Sitophilus oryzae L. 
(Coleóptera: Curcuüonidae) under laboratory conditions. 

Callenbach, J. (1940). Influence of road dust upon codling moth control. Journal of economic entomology . 

Carpaneto, B., Abadía, B., & Bartosik, R. (2012). Control Integrado de Plagas en granos almacenados y subproductos. 

Casida, J. E. (1980). Pyrethrum flowers and pyrethroid insecticides. Environmental Health Perspectives, VOL.34(February), 189— 
202 . 

Chapman, R. F. (1998). The insects, structure and function. 


58 


CHIU, S. F. (1939). Toxicity Studies of so-called “inert" Materials with the Rice Weevil and the Granary Weevil. Journal of 
Economic Entomology, 32(6), 810-821 . 

Croghan, P. C., & Noble-Nesbitt, J. (1989). A note on the diffusion of water across oil and wax layers and insect cutióles. Journal 
of Experimental Biology, 143, 537-541. 

David, W. A. L., & Gardiner, B. 0. C. (1950). Factors influencing the action of dusts insecticides. Bulletin of Entomological 
Research. 

de Gier, J., Mandersloot, J. G., & van Deenen, L. L. M. (1968). Lipid composition and permeability of liposomes. Biochimica et 
Biophysica Acta, 150(4), 666-675. 

de Renobales, M., & Blomquist, G. J. (1982). A developmental study of the composition and biosynthesis of the cuticular 
hydrocarbons of Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae). Insect Biochemistry, 13(5), 493-502. 

Delachambre, J. (1971). La formation des anaux cuticulaires chez l'adulte de Tenebrio molitor L. étude ultrastructurale et 
remarques histochimiques. Tissue and Cell, 3(3), 499-520. 

Desmarchelier, J. M., & Diñes, J. C. (1987). Dryacide treatment of stored wheat: its efficacy against insects, and after processing. 
Australian Journal of Experimental Agriculture , 309-312 

Driggers, B. (1928). Tale and mica dusts as a control for lepidopterous larvae. Journal of economic entomology . 

Devi, M. B., & Devi, N. V. (2015). Biology of Rust-Red Flour Beetle , Tribolium castaneum ( Herbst ) ( Coleóptera : Tenebrionidae 
). Biological Forum - An International Journal, 7(1), 12-15. 

Ebeling, W. (1971). Sorptive dusts for pest control. Annual Review of Entomology, 16(1 17), 123-58. 

Ebeling, W., & Wagner, R. E. (1959). Control of drywood termites. California Agriculture, 11. 

Edney, E. B. (1977). Water balance ¡n land arthropods. Germany CrossRef Google Scholar . 

Fields, P., & Korunlc, Z. (2000). The effect of grain moisture content and temperature on the efficacy of dlatomaceous earths from 
different geographical locations against stored-product beetles. Journal of Stored Products Research, 36. 

Flanders, S. (1941). Dust as an inhibiting factor in the reproduction of Insects. Journal of economic entomology . 

Ghlradella, H., & Radigan, W. (1973). Collembolan cuticle: wax and antiwetting properties. Insect Physiology, 20, 301-306. 

Gibbs, A. G., & Johnson, R. (2004). The role of dlscontinuous gas exchange in Insects: the chthonic hypothesis does not hold water. 

Gibbs, A. G. (1998). Water-Prooflng Properties of Cuticular Lipids. American Zoologist, 38(3), 471-482. 

Giusto, D. E., Villaverde, M. L., Fusé, C. B., Juárez, M. P., & Padin, S. B. (2013). Evaluación de la actividad insecticida de tierras de 
diatomeas de yacimientos argentinos, 207-214. 

Golob, P. (1997). Current status and future perspectives for inert dusts for control of stored product insects. In Journal of Stored 
Products Research. 

Gómez, P. 0. (1996). Agricultura orgánica, experiencia dinamarquesa. Campo y tecnología . 

Govaerts, J., & Leclercq, J. (1946). Water exchange between insects and alr moisture. Nature . 

Hadley, N. F. (1977). Epicuticular lipids of the desert Tenebrionid beetle, Eleodes armata: Seasonal and accllmatory effeets on 
composition. Insect Biochemistry, 7(Group II), 277-283. 

Hadely, N. F. (1994). Water relations of terrestrial arthropods. San Diego: Academic Press. 

Hadley, N. F. (1994). Body water: content and management. In N. F. Hadley, Water relations of terrestrial arthopods (pp. 22-31). 
San Diego: Academic Press. 

Hadley, N. F., & Schultz, T. D. (1987). Water loss in three species of tiger beetles (Cicindela): Correlations with epicuticular 
hydrocarbons. Journal of Insect Physiology, 33(10), 677-682. 

Hadley, N. F., Machín, J., & Quinlan, M. C. (1986). Cricket cuticle water relations: permeability and passive determinants of cuticu¬ 
lar water content. Physiological zoology , 84-94 

Hadley, N. F. (1980). Surface Waxes Permeability and Integumentary. American Scientist, 68(5), 546-553. 

Hadley, N. F. (1979). Wax Secretion and Color Phases of the Desert Tenebrionid Beetle Cryptoglossa verrucosa (LeConte). Science 


59 



Hadley, N. F. (1978). Cuticular permeability of desert tenebrionid beetles: Correlations with epicuticular hydrocarbon 
composition. Insect Biochemistry, 8(1), 17-22. 

Hadley, N. F., & Jackson, L. L. (1977). Chemical composition of the epicuticular lipids of the scorpion, Paruroctonus mesaensis. 
Insect Biochemistry, 7(1), 85-89. 

Hayes, W. J. (1975). Toxicology of pesticides. 

Haya, K. (1989). Toxicity of pyrethroid insecticides to fish. Environmental Toxicology and Chemistry, 8(5), 381-391. 

Johnson, R. A., Kaiser, A., Quinlan, M., & Sharp, W. (2011). Effect of cuticular abrasión and recovery on water loss rates in queens 
of the desert harvester ant Messor pergandei. Experimental Biology. 

Kabir, B. G. J. (2013).Laboratory evaluation of efficacy of three diatomaceous earth formulations against Tribolium castaneum 
herbst ( colleoptera: tenebrionidae) in stored wheat, 9(30), 116-124. 

King, R. C., & Akai, H. (1982). Insect Ultrastructure. 

King, W. W., & Hadley, N. F. (1979). Water flux and metabolic rates of free-roaming scorpions using the doubly labeled water 
technique. Physiological Zoology , 176-189. 

Kolattukudy, P. E. (1976). Tntroduction tu natural waxes. Chemistry and biochemistry of natural waxes . 

Korunic, Z. (1998). Diatomaceous Earths, a Group of Natural Insecticides. J. Stored Prod. Res, 343(2), 87-97. 

Koruni , Z. (1997). Rapid assessment of the insecticidal valué of diatomaceous earths without conducting bioassays. Journal of 
Stored Products Research, 33(3), 219-229. 

Krogh, A. (1939). Osmotic regulation in aquatic animáis. Cambridge University Press. 

Kutz, F. W., Wood, P. H., & Bottimore, D. P. (1991). Organochlorine Pesticides and Polychlorinated Biphenyls in Human Adipose 
Tissue. In Reviews of Environmental Contamination and Toxicology. 

La Hue, D. W. (1972). Retention of diatomaceous earths and silica aerogels on shelled corn, hard winter wheat, and sorghum 
grain. 

Lai-Fook, J. (1966). The rapa ir of wounds in the integument of insects. Insect Physiology, 12. 

le Patourel, G. N. J. (1986). The effect of grain moisture content on the toxicity of a sorptive silica dust to four species of grain 
beetle. Journal of Stored Products Research, 22(2), 63-69. 

Lockey, K. H. (1988). Lipids of the insects cuticle: origin, composition and function. Biochem. Physiol, 89(4), 595-645. 

Loveridge, J. P. (1968). The control of water loss in Locusta migratoria migratorioides. Journal of Economic Entomology, 49, 1-13. 

Machín, J., & Lampbert, G. J. (1987). An ¡mproved water content model for Periplaneta cuticle: effects of epidermis removal and 
cuticle damage. Journal of Insect Physiology, 33(9), 647-655. 

Maceljski, M., Danon, M., & Korunic, Z. (1970). Comparative research on sensitivity of different stored product beetles on inert 
dust under various conditions. 

Machín, J. 0. (1976). Passive exchanges during water vapour absorption ¡n mealworms (Tenebrio molitor): a new approach to 
studying the phenomenon. Journal of Experimental Biology , 603-615. 

McClain, E., Seely, M. K., Hadley, N. F., & Gray, V. (1985). Wax Blooms in Tenebrionid Beetles of the Namib Desert : Correlations 
with Environment. Ecology, 66(1), 112-118. 

McLaughlin, A. (1994). Laboratory triáis on desiccant dust insecticides. Proceedings of the 6th International Working Conference 
on Stored-Product Protection, 2, 638-645. 

Metcalf, C. L., & Flint, W. P. (1979). Insectos destructivos e insectos útiles, sus costumbres y su control. México: Continental S. A. 

Mewis, I. (2001). Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of the stored product pests Tribolium con- 
fusum, Tenebrio molitor, Sitophilus granarius and Plodia ¡nterpunctella. Journal of Stored Products Research. 

Nair, M. (1957). Structure of waterproofing epicuticular layers in insects in relation to inert dust action. Indian Journal of Ento¬ 
mology . 

Neville, A. C. (1975). Biology of the arthropod cuticle 

Nikpay, A. (2006). Diatomaceous earths as alternatives to Chemical insecticides in stored grain. Insect Science, 13, 421-429. 


60 



Noble-nesbiti, J. (1990). Insects and Their Water Requirements. Interdisciplinary Science Reviews, 15(3], 

Püntener, W. (1981). Manual for field triáis in plant protection second edition. 

Quarles, W. (1992). Diatomaceous earth for pest control. The IPM Practitioner, 6(5). 

Ramsay, J. A. (1935). The evaporaron of water from the cockroach. Journal of Experimental Biology . 

Ray, D. E., Ray, D. p & Forshaw, P. J. (2000). Pyrethroid Insecticides: Poisoning Syndromes, Synergies, and Therapy. Journal of 
Toxicology: Clinical Toxicology, 38(2), 95-101. 

Rigaux, M., Haubruge, E., & Fields, P. G. (2001). Mechanisms for tolerance to diatomaceous earth between strains of Tribolium 
castaneum, 33-39. 

Round, F. E. (1990). Diatoms: biology and morphology ofthe genera. Cambridge University Press. 

Saini, E. D., & Rodríguez, S. M. (2008). Insectos perjudiciales a los productos almacenados. INTA Digital. 

Subramanyam, B., Swanson, C. L., Madamanchi, N., & Norwood, S. (1994). Effectiveness of Insecto, a new diatomaceous earth 
formulation, in suppressing several stored-grain insect species. Proceedings of the 6th International Working 
Conference on Stored-Product Protection. 

Sultatos, L. (1994). Mammalian toxicology of organophosphorus pesticides. Journal of Toxicology and Environmental Health: 
Current Issues. 

Swensson, A. (1971). Experimental evaluation of the fibrogenetic power of inert dusts. Studiorum Laboris Salutis . 

Toolson, E. C., & Hadley, N. F. (1977). Cuticular permeability and epicuticular lipid composition in two Arizona vejovid scorpions. 
Physiological Zoology . 

Turnbull, S. A., & Harris, C. R. (1986). Infiuence of post- treatment temperature on the contact toxicity of ten organophosphorus 
and pyrethroid insecticides to onion maggot adults (Díptera: Anthomyiidae). Proceedings of the Entomological Society 
of Ontario . 

Vayias, B. J., & Athanassiou, C. G. (2004). Factors affecting the insecticidal efficacy of the diatomaceous earth formulation 
SilicoSec against adults and larvae of the confused flour beetle, Tribolium confusum DuVal (Coleóptera: 
Tenebrionidae). Crop Protection, 23(7), 565-573. 

Werner, C., Nickerl, J., Tsurkan, M., Hensel, R., & Neinhuis, C. (2014). The multi-layered protective cuticle of Collembola: a 
Chemical analysis. Journal of the Royal Society. 

Wharton, G. W., & Richards, G. A. (1978). Water vapor exchande kinetics in insects and acariñes. Annual Review of Entomology, 
23,309-328. 

White, G. D., Berndt, W. L., & Schesser, J. H. (1966). Evaluatios of four inert dusts for the protection of sored wheat in Kansas 
from insect attack. 

Wigglesworth, V. B. (1985). Sclerotin and lipid in the waterproofing of the insect cuticle. Tissue and Cell, 17(2), 227-248. 

Wigglesworth, V. B. (1975). Incorporaron of lipid into the epicuticle of Rhodnius [ HEMIPTERA ), 459-485. 

Wigglesworth, V. B. (1973). Haemocytes and basement membrane formation in Rhodnius. Journal of Insect Physiology, 19(4), 831 — 
844. 

Wigglesworth, V. (1972). The principies of insect physiology. 

Wigglesworth, V. B. (1957). The physiology of insect cuticle. Annual Review of Entomology, 2, 37-54. 

Wigglesworth, V. B. (1945). Transpiraron Through the Cuticle of Insects. Journal of Experimental Biology, 21 (3-4), 97-114. 

Wilkinson, C. F. (1976). Insecticide biochemestry and physiology. 

Zeng, L., Qin, Z., & Korunic, Z. (1999). Field and laboratory experimente with Protect-lt an enhanced diatomaceous earth in P. R. 
China. Proceedings of the 7th International Working Conference on Stored Product Protection 


61 



/Material Suplementario 

Método de regres¡ón_ 


TD 

ne de registro 

Pendiente 

O. al origen (ng/min) 

n 


R 2 


P 

1 

-0.0223608 

7.521854 

2640 


9.51E-02 


9.99E-16 

2 

0.0645820 

-0.5893942 

4101 


0.8240699 


0 

3 

0.0203945 

3.518026 

2066 


0.2082852 


0 

4 

0.0246543 

2.721786 

2102 


0.2987392 


0 

5 

0.0306756 

0.3695417 

4509 


0.6217994 


0 

6 

0.0365930 

1.442909 

2563 


0.6104738 


0 

7 

0.0457320 

-0.6764017 

2491 


0.6683863 


0 

8 

0.0359060 

1.838319 

2560 


0.5395163 


0 

9 

0.0283502 

2.162365 

3776 


0.8227668 


0 

10 

0.0179426 

4.009532 

2943 


0.4798669 


0 

11 

0.0342829 

2.337604 

2262 


0.3679095 


1.11E-16 

12 

0.0803551 

-0.3282941 

3194 


0.6896905 


0 

13 

0.0098492 

4.951899 

2726 


6.30E-02 


0 

14 

0.0146351 

2.683633 

2964 


0.1367448 


0 

CONTROL 

ne de registro 

Pendiente 

O. ai origen (ng/min) 

n 


R 2 

P 


0 

0.073026650 

-0.6253513 

3318 

0.2504765 

5.55E-16 

1 

0.059702590 

-0.6005882 

1940 

0.3202445 

0 


2 

0.017818180 

1.867778 

1882 

0.2500979 

0 


3 

0.009356421 

2.412855 

2909 

9.30E-02 

0 


4 

0.016454480 

1.985826 

1900 

0.3166647 

0 


5 

0.043831010 

0.4458875 

2386 

0.8019202 

1.11E-16 

6 

-0.005702123 

3.21835 

2563 

2.66E-02 

0 


7 

0.014727710 

1.148568 

2558 

0.4055239 

7.77E-16 

8 

0.031270470 

1.512035 

1866 

0.3329195 

4.44E-16 

10 

0.026221720 

0.9723972 

2042 

0.5964163 

3.33E-16 

12 

0.023213440 

2.39732 

2160 

0.32054 

1.11E-16 

13 

0.009660273 

2.407532 

1563 

7.78E-02 

0 


14 

0.001327961 

2.417602 

1149 


1.18E-03 

0.2437479 


Tabla 4: Método de regresión lineal. Resultados de los registros de tratamiento TD y CONTROL. 

En rojo aparecen los valores que no se tuvieron en cuenta para las estimaciones de CWL y RWL por 
tener valores de pendiente u ordenada al origen negativas. 
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Cálculo modelo 2 


A continuación, se muestran detalladamente los cálculos realizados para esti¬ 
mar la superficie de los insectos en base al Modelo 2 y la propagación del error. La 
figura geométrica en la que se basa el modelo tiene una superficie igual a: 


n. a. (Z — a) + n. a 



Superficie — 


2 


donde, 

Ancho = a = 1,28 ± 0,30 mm 
Largo = l = 3,3800 ± 0,0155 mm 

Así, obtenemos: Superficie = 10,77 ± 4,47 mm 2 = 0,1077 ± 0,0447 cm 2 . 

Cálculo del error: 


5 ( Superficie ) = 


7r. 6 (a. (Z — a)) + 7T. 6 (a 2 ) 


+ 5 (a. (Z — a)) + —. 8 (a 2 ) 


2 


5 (Z- a) = 5 Z + 5 a = 0,316 




5 (Superficie) = 


7r. 1,034 + ti. 0,768 


+ 1,034 +0,768 
4 


2 
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